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RESUMO

O tomateiro (Solanum lycopersicum L.) € uma das principais hortalicas produzidas no
Brasil e no mundo, apresentando grande importancia econdmica, social e alimentar. A
mosca-branca (Bemisia tabaci) e os virus por ela transmitidos, especialmente os
begomovirus, estao entre os principais problemas fitossanitarios que afetam a cultura. O
controle quimico ¢ a pratica mais utilizada no combate & mosca-branca. No entanto, a
presenca de populacdes resistentes aos inseticidas, evidencia a necessidade de estratégias
mais eficazes de controle deste inseto-vetor e das begomoviroses. Neste contexto, a
estratégia de RNAI foi utilizada visando a obtencao de plantas de tomateiro resistentes a
mosca-branca e a multiplas begomoviroses. Explantes cotiledonares da cultivar Micro-
Tom foram transformados pela linhagem EHA 105 de Agrobacterium tumefaciens,
contendo o plasmideo de interesse. Foram utilizados dois vetores bindrios possuindo o
gene de selecdo nptll: o pC2300ATPase, contendo um cassete de supressao para o
silenciamento do gene v-ATPase de mosca-branca; e o pC2300-p4-gemini, contendo um
cassete de supressdo quimérico para silenciamento do gene rep de quatro importantes
espécies de begomovirus associadas ao tomateiro. Dos explantes transformados com o
pC2300ATPase, foram obtidas nove linhagens transgénicas primarias (To), confirmadas
por PCR pela deteccio dos transgenes 44 TPase e nptll. A anélise da progénie confirmou
a presenca dos transgenes na geracao Ti, co-segregando em propor¢do mendeliana 3:1.
siRNAs correspondentes ao gene A44TPase foram detectados por meio da analise de
Northern blot. Trés linhagens expressando siRNAs de 44TPase foram desafiadas contra
a mosca-branca e revelaram uma taxa de mortalidade de 57,1% na linhagem transgénica
4.4.1, enquanto no controle a mortalidade foi de 7,6%. A mortalidade das ninfas no 2°
instar e o tempo de desenvolvimento das ninfas no 3° instar foi significativamente maior
nas plantas transgénicas do que nas plantas do controle. Embora a atracao dos insetos nao
tenha sido significativamente diferente entre os tratamentos, o nimero de ovos postos
pelos insetos nas plantas transgénicas foi significativamente menor, em comparagao com
os controles. Analises por RT-qPCR revelaram uma diminui¢ao do nivel de expressao do
gene endogeno v-4 TPase em moscas-brancas que se alimentaram de plantas transgénicas.
Nenhum efeito inesperado foi observado sobre os insetos ndo-alvo Myzus persicae ou
Tuta absoluta. Dos explantes transformados com o pC2300-p4-gemini, foram obtidas
duas plantas transgénicas primarias (To), confirmadas por PCR, pela deteccdo do
transgene 4p4Gemini. Analise da progénie confirmou a presenca do inserto na geragao
Ti, segregando em propor¢do mendeliana 3:1. As plantas transgénicas da geracdo T
foram desafiadas com o agente viral TMoLCV, das quais duas plantas da linhagem L1.4
e uma planta da linhagem L1.5 apresentaram fendtipo de resisténcia ao virus, sem
deteccao do DNA viral apos 30 dias da inoculagao.

Palavras-chave: RNAi, Micro-Tom, Agrobacterium, siRNA, ATPase, Myzus persicae,
Tuta absoluta, rep, begomovirus.



ABSTRACT

Tomato (Solanum lycopersicum L.) is one of the main vegetables produced in Brazil and
the world, with great economic, social, and food importance. Whitefly (Bemisia tabaci)
and whitefly-transmitted viruses, especially the begomovirus, are among the main
phytosanitary problems affecting this crop. Chemical control is the most used practice to
combat the whitefly. However, the presence of insecticide-resistant populations
highlights the need for more effective strategies to control this insect vector and
begomoviruses. In this context, the RNAI strategy was used to obtain tomato plants
resistant to whitefly and multiple begomoviruses. Cotyledonal explants from cultivar
Micro-Tom were transformed via Agrobacterium tumefaciens EHA 105, containing the
plasmid of interest. Two binary vectors containing the nptll selection gene were used:
pC2300ATPase, containing a suppression cassette for silencing v-ATPase gene of
whitefly; and pC2300-p4-gemini, containing a chimeric suppression for silencing the rep
gene of four important tomato-associated begomovirus species. From the explants
transformed with pC2300ATPase, nine primary transgenic lines (To) were obtained,
confirmed by PCR by detection of both 44TPase and nptll transgenes. Progeny analysis
confirmed the presence of both transgenes in the T generation, co-segregating in
Mendelian proportion 3:1. siRNAs corresponding to the 44 TPase gene were detected by
Northern blot analysis. Three lines expressing 44 TPase siRNAs were challenged against
whitefly and revealed a mortality rate of 57.1% in transgenic line 4.4.1, while in the
control the mortality was 7.6%. Mortality of 2" instar nymphs and the development of
3" instar nymphs was significantly higher in the transgenic plants than in the control
plants. Although the attraction of insects was not significantly different between
treatments, the number of eggs laid by the insects on the transgenic plants was
significantly lower, compared to the controls. RT-qPCR revealed a decreased expression
level of endogenous v-ATPase gene in whiteflies feeding on transgenic plants. No
unexpected effect was observed on the non-target insects Myzus persicae or Tuta
absoluta. From explants transformed with pC2300-p4-gemini, two transgenic plants were
obtained, confirmed by PCR by detection of the Ap4Gemini transgene. Progeny analysis
confirmed the presence of the insert in the T generation, segregating in mendelian
proportion 3:1. Transgenic plants of the T1 generation were challenged with the TMoLCV
viral agent, of which two plants L1.4 and one plant L1.5 showed a virus resistance
phenotype, without detection of viral DNA after 30 days of inoculation.

Key words: RNAi1, Micro-Tom, Agrobacterium, siRNA, ATPase, Myzus persicae, Tuta
absoluta, rep, begomovirus.
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1. INTRODUCAO

1.1 Tomateiro (Solanum lycopersicum L.)

O tomateiro (Solanum lycopersicum L.) € uma planta dicotiledonea da familia
Solanaceae, diploide (2n=2x=24) e predominantemente autdgama, apresentando baixa
taxa de polinizag¢do cruzada (ALVARENGA, 2004).

As espécies silvestres sdo origindrias da regido Andina da América do Sul, tendo
como centro de origem regides do norte do Chile, Peru, Equador e Ilhas Galapagos
(GIORDANO; RIBEIRO, 2000a; ALVARENGA, 2004; BOITEUX et al., 2012a;
DARWIN et al., 2003). Entretanto, o centro de domesticagao do tomateiro foi o México,
provavelmente a partir da variedade ancestral semi-domesticada Solanum lycopersicum
var. cerasiforme, conhecida como tomate cereja (STEVENS, 2012; BOITEUX et al.,
2012a).

A producdo de tomate apresenta grande importdncia economica, sendo
considerada uma das principais hortaligas comercializadas mundialmente, com uma
producao global estimada em 180 milhdes de toneladas (FOOD AND AGRICULTURE
ORGANIZATION OF THE UNITED NATIONS - FAOSTAT, 2019,
http://www.fao.org/faostat/). O maior produtor mundial é a China, seguido EUA, India,
Turquia, Egito, Italia, Ird e Espanha. O Brasil ocupa o nono lugar na producdo mundial,
com produgdo anual de aproximadamente quatro milhdes de toneladas (FAOSTAT,
2019). De acordo com os dados do Levantamento Sistematico da Producdo Agricola do
Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica - LSPA/IBGE (2019), a produgao total da
safra de 2019 no Brasil foi de 4,075 milhdes de toneladas (t) e a area total colhida foi de
58,088 mil hectares (ha), apresentando um rendimento médio de 70,168 t/ha, com
destaque para os estados de Goias, que representou 31,65% da producdo nacional, Sao
Paulo (21,11%) e Minas Gerais (12,84 %). A producdo total estd divida em dois
segmentos, o “tomate estaqueado” geralmente utilizado para o mercado de fruto in
natura, ou seja, para consumo do fruto fresco, e o “tomate rasteiro” para o processamento
industrial, usado para produgdo de polpas e extratos (IBGE, 2018).

Além da grande importancia na economia nacional, o cultivo do tomateiro
também apresenta grande importancia social, devido a gera¢do de empregos pela alta
demanda de mado de obra em toda a cadeia produtiva, e importancia alimentar, devido a
sua composi¢cdo nutricional, apresentando uma mistura equilibrada de minerais e
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antioxidantes (DORALIS et al., 2008), sendo uma fonte de vitamina C, pro-vitamina A
(betacaroteno) e licopeno (BOITEUX et al., 2012b).

Virios problemas fitossanitarios e distirbios fisiologicos foram relatados na
cultura do tomateiro, o que eleva o custo de produgao total devido a exigéncia de insumos,
como fertilizantes e defensivos (PEREIRA-CARVALHO et al, 2014), sendo,
aproximadamente, 30% do custo de producao total representado pelo controle quimico
(EMBRAPA, 1996). Dentre os problemas fitossanitarios, destacam-se os problemas
ocasionados pela mosca-branca Bemisia tabaci (Hemiptera: Aleyrodidae), que além de
causar prejuizos pela succdo direta da seiva, ¢ responsavel por atuar como vetor de
diversos agentes virais, com destaque para as begomoviroses, que sao responsaveis por
graves epidemias e danos econdmicos na cultura (BYRNE; BELLOWS JUNIOR, 1991;
SALGUERO, 1993; BROWN et al., 1995b; LOURO, 2004; SEAL et al., 2006; DE
BARRO et al., 2011; NAVAS-CASTILHO et al., 2011; PEREIRA-CARVALHO et al.,
2014).

1.2. Mosca-branca (Bemisia tabaci)

1.2.1 Classificagdo

A mosca-branca ¢ um inseto pertencente a ordem Hemiptera da familia
Aleyrodidae, que ¢ composta por 161 géneros, com 1.556 espécies (MARTIN; MOUND,
2007). Bemisia tabaci ¢ a espécie que causa maiores problemas para agricultura,
considerada como a mais importante e mais amplamente distribuida (HAJI et al., 2000).
B. tabaci ¢ considerada um complexo de espécies cripticas, composta por 11 grupos
genéticos, que abrangem espécies morfologicamente indistinguiveis (DINSDALE et al.,
2010; DE BARRO et al., 2011). Para distinguir os diferentes grupos de B. tabaci
considera-se as associacdes com a planta hospedeira, a capacidade de dispersdo, de
transmissdo de virus, de adaptacdo as mudancas bioldgicas e de desenvolvimento de
resisténcia aos inseticidas. Para definicdo de espécie, ¢ considerado o sequenciamento de
um segmento de 657 pares de base (pb) do gene mitochondrial cytochrome oxidase 1
(mtCOI), em que divergéncias de alinhamento acima de 3.5% definem uma nova espécie
de B. tabaci. Atualmente, mais de 42 espécies foram identificadas (DE BARRO et al.,
2011).
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Dentre os grupos genéticos, destaca-se, afetando a cultura do tomateiro, as
variantes do New Word/ Novo Mundo, anteriormente classificada como biotipo A; Middle
East Asia Minor — 1/ Oriente Médio Asia Menor 1 (MEAM1), anteriormente classificada
como biotipo B; e Mediterranean/ Mediterraneo (MED), anteriormente classificada como

Bi6tipo Q (PERRING et al., 2018).

1.2.2 Descrigdao morfologica

Os adultos medem de um a dois milimetros de comprimento e apresentam
dimorfismo sexual, sendo, normalmente, a fémea maior que o macho (Figura 1A). O
aparelho bucal ¢ do tipo picador-sugador e os adultos apresentam dois pares de asas
membranosas, recobertas por uma substancia pulverulenta de coloragdo branca. Quando
em repouso, as asas sao mantidas levemente separadas, com os lados paralelos formando
uma espécie de teto sobre o abdome, que ¢ de coloracao amarelada (Figura 1A) (HAJI et
al., 2005).

As moscas-brancas apresentam metamorfose incompleta, passando do estddio ovo
para ninfa (instares: I, I, Il e VI) e depois para fase adulta (Figura 1). Os ovos tém o
formato de péra, coloragdao amarelada (Figura 1B e C) e sao depositados na face inferior
das folhas, presos por um pedinculo curto. Quando os ovos estdo proximos a eclosdo
ficam com coloracdo marrom. As ninfas sdo translicidas de coloracdo amarela a amarelo-
claro e apresentam aparelho bucal picador-sugador. Logo apos a eclosdo as ninfas, no
primeiro instar (instar I), se locomovem sobre as folhas, fixam-se em um local pelo rostro
e iniciam a sucg¢do da seiva. Nos instares II e III permanecem fixadas no mesmo local e
no ultimo instar, tem a fase chamada de pupario (extivia do ultimo instar da ninfa) que

antecede a emergéncia do adulto (Figura 1D a H) (HAJI et al., 2000; HAJI et al., 2005).

11



4 a 8 dias

Figura 1: Ciclo de vida de B. tabaci (aproximadamente de 17 a 32 dias) (Fonte: Agro
Bayer Brasil, https://www.youtube.com/watch?v=7VYuHNpqrSo). (A) Adultos de B.
tabaci. (9 fémea; & macho) (Fonte: CHEN et al., 2016). Estagio de ovo: (B) Ovos recém-
depositados; e (C) Ovos de coloragdo amarelo-ambar. Estagios ninfais: (D) 1° instar; (E)
2° instar; (F) 3° instar; (G) 4° instar; e (H) 4° instar - "pupa". (I) Pupa vazia apds a
emergéncia do adulto (Fonte: Adaptado de NARANJO; ELLSWORTH, 2017).

1.2.3 Reproducdo e ciclo de vida

A reproducdo pode ser sexuada ou partenogenética (sem fecundagdo). O
acasalamento ocorre apos 12 a 48 horas da emergéncia do adulto e varias copulas podem
acontecer durante o ciclo de vida. O potencial reprodutivo da mosca-branca depende do
potencial do bidtipo, nos aspectos de fecundidade, duracdo do ciclo bioldgico e razao
sexual (HILJE, 1995). O desenvolvimento da mosca-branca ¢ influenciado pelo periodo
seco, sendo que a precipitagdo contribui para a reducao de sua populagao.

A temperatura ¢ um dos fatores que mais influenciam na duracao do ciclo de vida,
sendo a duragao média de 19 dias a uma temperatura de 32 °C e pode chegar até 73 dias
a 15 °C (SALGUERO, 1993). Sob condi¢des favoraveis, a mosca-branca pode ter de 11
a 15 geracdes por ano e as fémeas depositar de 100 a 300 ovos durante seu ciclo de vida
(BROWN; BIRD, 1992), podendo chegar a mais de 500 ovos por fémea (NARANIJO et
al.,, 2010). Na cultura do tomateiro, Salas e Mendoza (1995) relataram um ciclo de
aproximadamente 22,3 dias, do ovo a fase adulta sob condi¢des de 65% de umidade e 25

°C de temperatura.
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1.2.4 Dispersado geogrdfica e historico

O provavel centro de origem da B. tabaci é no Oriente, tendo sido introduzida na
Europa, Africa, Asia, América Central (Panama, Costa Rica, Nicaragua, Republica
Dominicana, Guatemala, El Salvador, Cuba ¢ Honduras), América do Sul (Brasil,
Argentina, Colombia e Venezuela) e América do Norte (bacia do Caribe) pelo transporte
de plantas ornamentais (BROWN et al., 1995a). Atualmente, as espécies de mosca-branca
jé estdo distribuidas mundialmente em areas tropicais, subtropicais e temperadas, € sao
responsaveis por causar prejuizos em varias culturas de importancia econdmica, devido a
sua capacidade de adaptar-se a diversos hospedeiros e condi¢des climaticas (BROWN,
1993; SALGUERO,1993).

No Brasil, os primeiros relatos da B. tabaci foram feitos em 1923 (Bondar, 1928).
No final da década de 1960, diversos virus transmitidos pela mosca-branca ja tinham sido
identificados, mas todos considerados como causadores de doencgas secundarias, sem
importancia econdmica, em razdo da baixa incidéncia com que ocorriam nas culturas
(COSTA, 1975).

Em 1968, foi relatada a ocorréncia de mosca-branca em algodao por Costa et al.
(1973) e em 1972 foram relatadas populagdes elevadas de B. tabaci em algumas regides
do norte do Parana e no sul de Sao Paulo nas culturas de soja, feijdo, algodao, girassol e
outras. Em 1975, também foi observada infestagdes de mosca-branca no norte do Estado
de Sao Paulo, em culturas de soja e algodao. Com o aumento da populacao da mosca-
branca foi observado um aumento na incidéncia de doengas causadas por geminivirus em
algumas culturas, com destaque ao cultivo do feijoeiro com alta incidéncia do virus do
mosaico dourado (bean golden mosaic virus - BGMV) (ATSUSHI, 2001).

No inicio da década de 1990, foram constatados surtos elevados de mosca-branca
no Sudeste (S3o Paulo e Minas Gerais), Centro-Oeste (Goids e Distrito Federal) e
Nordeste (Pernambuco, Bahia, Rio Grande do Norte, Ceara, Piaui e Paraiba), causando
um aumento na incidéncia de begomoviroses e, consequentemente, prejuizos em diversas
culturas de importancia econdmica. O rapido aumento da populacao de mosca-branca na
olericultura e em culturas ornamentais levou a identificagdo da variante MEAMI,
anteriormente denominada como biétipo B (MELO, 1992; LOURENCAO; NAGAI,
1994).
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Em 1993, no Distrito Federal os primeiros surtos com o MEAM1/bidtipo B se
deram na cultura de tomate industrial e pepino (FRANCA et al., 1996), e em Barreiras/BA
no feijoeiro. Na regido Nordeste do Brasil, no final de 1995, foram constatados altos
niveis populacionais da mosca-branca em hortaligas, fruteiras e plantas daninhas no
Submédio do Vale do Sao Francisco, sendo que em 1996 a maioria dos estados do
Nordeste tinha infesta¢des ocasionando danos economicos (HAJI et al., 1996a; HAJI et

al., 1996b; HAJI et al., 1997; HAJI et al., 2000).

1.2.5 Danos causados a agricultura e impacto na cultura do tomateiro

A mosca-branca ¢ responsavel por causar grandes danos a agricultura por possuir
desenvolvimento rapido e ser adaptada aos diversos hospedeiros, colonizando mais de
900 espécies de plantas, incluindo algumas das familias cucurbitaceas (abdbora, pepino,
melancia e meldo), solanaceas (tomate, pimentao e berinjela), brassicas (couve), fabaceas
(soja e feijao), euforbiaceas (mandioca, leiteiro e marmeleiro), malvaceas (algodao) e
asteraceas (alface e crisaintemo) (FERREIRA; AVIDOS, 1998; OLIVEIRA et al., 2001,
GREATHEAD, 1986; HAJI et al., 2004; LI et al., 2011; SHAH; LIU, 2013; MCKENZIE
etal., 2014).

Estes insetos podem causar danos diretos pela suc¢do da seiva, na parte abaxial
das folhas, e pela injecdao de toxinas e substancias agucaradas responsaveis por reduzir a
turgescéncia das plantas e favorecer a colonizacao de fungos Ascomicetos nas folhas,
conhecido como fumagina ou bolor fuliginoso. Como consequéncia, observam-se
reducdes tanto na capacidade fotossintética, quanto na producao e na qualidade dos frutos
(BYRNE; BELLOWS JUNIOR, 1991; PERRING et al., 2018).

Na cultura do tomateiro, os danos causados nos frutos sao evidenciados por
anomalias ou desordens fitotoxicas, caracterizadas pelo amadurecimento irregular
(Figura 2), dificultando o ponto de colheita e reduzindo a qualidade da pasta, no caso do
tomate para industria (LOURENCAO; NAGAI, 1994; MOURA et al., 2014), e pela
isoporizagao dos frutos (Figura 2B), que ficam com aspecto esponjoso e esbranquicado
internamente (HAJI et al.,, 1996a; VILLAS BOAS; CASTELO BRANCO, 2009;
MICHEREFF FILHO; INOUE-NAGATA, 2015).
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Figura 2: Danos em frutos de tomate ocasionado pela mosca branca. (A)
Amadurecimento irregular nos frutos (Fonte: MOURA et al., 2014). (B) Fruto de tomate
com amadurecimento desuniforme e isoporizacdo da polpa. Seta indica a area do fruto

com amadurecimento tardio (Fonte: MICHEREFF FILHO; INOUE-NAGATA, 2015).

Além dos danos diretos, a infestagdo de mosca-branca pode causar danos indiretos
pela transmissdo de diversos agentes virais, pertencentes aos géneros Begomovirus
(Familia Geminiviridae), Crinivirus (Familia Closteroviridae), Ipomovirus (Familia
Potyviridae), Torradovirus (Familia Secoviridae), Carlavirus (Familia Betaflexiviridae),
Polerovirus (Familia Luteoviridae) e Cytorhabdovirus (Familia Rhabdoviridae) (JONES,
2003; NAVAS-CASTILLO et al., 2011; GHOSH; GHANIM, 2021).

Dentre os danos causados a cultura do tomateiro, o principal problema esta
relacionado ao fato da mosca-branca atuar como vetor de diferentes géneros virais, com
destaque para espécies do género Begomovirus, pertencentes a familia Geminiviridae

(BROWN et al., 1995b; SEAL et al., 2006; DE BARRO et al., 2011).

1.3. Familia Geminiviridae

A familia Geminiviridae, considerada uma das maiores entre as familias de virus
que infectam plantas, sdo responsaveis por causar grandes danos em diversas culturas de
importancia econdmica, infectando tanto plantas monocotiledoéneas, como o milho, e
dicotiledonias, como tomate, pimenta, feijdo, algoddo, mandioca, abobora e quiabo
(RUHEL; CHAKRABORTY, 2019). Esses virus causam grandes prejuizos na maioria
das regides tropicais e subtropicais do mundo, sendo também encontrados em regides
temperadas (MOFFAT, 1999; VARSANI et al., 2014; ZERBINI et al., 2017; KUMAR,
2019).
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Os virus desta familia sao constituidos por um (monopartidos) ou dois (bipartidos)
componentes gendmicos de DNA circular de fita simples (ssDNA circular). Cada copia
de ssDNA circular, variando de 2,5 a 3,2 Kb, ¢ encapsidada em uma particula viral
geminada formada por dois icosaedros incompletos, compostos por 22 capsdémeros
pentaméricos. Para genomas bipartidos sao necessarias dois virions, contendo os dois
componentes gendmicos diferentes (DNA—A e DNA-B), totalizando cerca de 5,2 Kb,
para obter a infeccao completa (HAMILTON et al., 1983; JESKE, 2009; BROWN et al.,
2012; HESKETH et al., 2018; FIALLO-OLIVE et al., 2021).

O pequeno genoma dos geminivirus tem uma capacidade de codificagdo limitada,
e depende da interagdo com a maquinaria celular da planta hospedeira para a replicagao
do DNA gendmico, estabelecimento da infec¢do e dispersdo, pois esses ndo codificam
uma DNA polimerase, sendo transcritos pelo replicossomo do hospedeiro, formado pela
RNA polimerase e os demais fatores associados (JESKE, 2009; BROWN et al., 2012;
HANLEY-BOWDOIN et al., 2013; KUMAR, 2019). A transcri¢dao inicia dentro da
regido intergénica (IR) ou regido intergénica grande (LIR) do genoma, que contém o
centro de origem da replicagdo (ori) e promotores em ambas as diregdes (sentido viral e
complementar), que permitem a transcricdo bidirecional do genoma (JESKE, 2009;
BROWN et al., 2012). A replicagdo do DNA ocorre no nucleo das células vegetais
infectadas, por meio dos mecanismos de replicagdo por circulo rolante (rolling circle
replicaton) e de recombinagdo dependente (recombination-dependent) (JESKE et al.,
2001; JESKE, 2009; HANLEY-BOWDOIN et al., 2013; ZERBINI et al., 2017).

Ao todo, o genoma do geminivirus codifica de cinco a sete proteinas, que variam
de acordo com os quadros de leitura (Open Reading Frames — ORFs) dos diferentes
géneros (HANLEY-BOWDOIN et al., 1999; HANLEY-BOWDOIN et al., 2013). Essas
proteinas, resultantes da transcri¢ao bidirecional, estdo envolvidas na replicagdo viral, na
movimentagdo, na transmissdo e na patogénese do virus (BROWN et al., 2012;
HANLEY-BOWDOIN et al., 2013).

A interacdo destes virus com a maquinaria celular da planta permite a
reprogramagao do ciclo celular e dos controles transcricionais, alterando os padroes de
expressao, inibindo vias de morte celular, interferindo na sinalizagdo celular e na
renovacdo das proteinas, que podem resultar na supressdo das vias de defesas do

hospedeiro (HANLEY-BOWDOIN et al., 2013).
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A maioria das doengas causadas por agentes virais da familia Geminiviridae estao
associadas as células do floema e, desta forma, sdo dificilmente transmitidas por
inoculacdo mecanica, sendo transmitidas por insetos vetores como moscas-brancas,
cigarrinhas, pulgdes e ftreehoppers (JESKE, 2009; ZERBINI et al., 2017). A
especificidade do vetor estd relacionada com a capa proteica (CP), uma proteina
multifuncional que, além de fornecer a especificidade do vetor, protege o DNA durante a
transmissdo do vetor e esta envolvida na transferéncia nuclear, transporte intracelular e
trafico a longas distancias nas plantas (BRIDDON et al., 1990; JESKE, 2009).

Atualmente, de acordo com o ICTV (International Committee on Taxonomy of

Viruses) (https://talk.ictvonline.org/ictv-reports/ictv_online report/ssdna-

viruses/w/geminiviridae#Citation), os geminivirus sdo classificados em 14 géneros:

(Becurtovirus, Begomovirus, Capulavirus, Citlodavirus, Curtovirus, Eragrovirus,
Grablovirus, Maldovirus, Mastrevirus, Mulcrilevirus, Opunvirus, Topilevirus,
Topocuvirus e Turncurtovirus) (Figura 3); baseados na organiza¢do gendmica, nas
plantas hospedeiras (monocotiledoneas e dicotiledoneas), nos insetos vetores e nas
relagdes filogenéticas; contendo ao todo 520 espécies. Dentre esses, apenas o género
Begomovirus ¢ composto por genomas monopartidos ou bipartidos, sendo os demais

compostos por genomas monopartidos.
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genus

99 @ X15656 tomato yellow leaf curl virus
100 @ FM877473 African cassava mosaic virus
95 @ JF502373 cotton leaf curl Burewala virus ;
@ KY294724 Desmodium mottle virus B egomovirus

@ AB433786 sweet potato leaf curl virus

87 @ L01635 bean golden yellow mosaic virus
100 @ KM386645 apple geminivirus 1 | .
@ KX570607 grapevine geminivirus A Maldovirus
(O X84735 tomato pseudo-curly top virus | TOpOCUViI’US
100 @ MN100000 Opuntia virus 1 | Opunvirus
@ GU456685 turnip curly top virus | Turncurtovirus
—— @ AF379637 beet curly top virus | Curtovirus
o © U49907 horseradish curly top virus
@ KP410285 beet curly top Iran virus | .
o
100 © HQ443515 spinach curly top Arizona virus Becurto'._/rrus
@ FI665630 Eragrostis curvula streak virus | Eragrowrus
100 (O DQ458791 chickpea chlorotic dwarf virus
L | 100 O EF536860 wheat dwarf virus Mastrevirus
99 O AF003952 maize streak virus
@ JX559642 grapevine red blotch virus | Grablovirus
100 100 @ 10920490 Citrus chlorotic dwarf associated virus | Citlcdavi
100 @ MG452759 Camellia chlorotic dwarf-associated virus ftlogavirus
© KR131749 mulberry crinkle leaf virus | Mulorilavi
rilevir
100 © MN595124 paper mulberry leaf curl virus 1 Uigiiayitys
90 © MG491195 tomato apical leaf curl virus | T
O MF072688 tomato geminivirus 1 Topilevirus
1004 © KT214389 Plantago lanceolata latent virus )
W!E © KT214373 alfalfa leaf curl virus Capulavirus
100 © KT214386 Euphorbia caput-medusae latent virus
—
0.1

Figura 3: Arvore filogenética, das sequéncias completas do genoma ou sequéncias de
DNA-A para geminivirus bipartidos, dos isolados representativos dos géneros da familia

Geminiviridae. (Fonte: FIALLO-OLIVE et al., 2021).

1.3.1 O género Begomovirus

O género Begomovirus ¢ o maior género da familia Geminiviridae, também,
considerado como o maior género de virus de plantas em relagdo ao numero de espécies,
sendo composto, atualmente, por 445 espécies, de acordo com o ICTV (International

Committee on Taxonomy of  Viruses) (https://talk.ictvonline.org/ictv-

reports/ictv_online_report/ssdna-viruses/w/geminiviridae#Citation). As espécies de

begomovirus sdo capazes de infectar uma ampla gama de plantas dicotiledoneas de
elevada importancia economica, sendo responsaveis por grandes perdas na maioria dos
paises tropicais e subtropicais do mundo (NAVAS-CASTILHO et al., 2011; ZERBINI et
al., 2017; FIALLO-OLIVE et al., 2021).
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Plantas infectadas com begomovirus geralmente apresentam sintomas como
manchas amareladas nas folhas, mosaico e/ou mosqueado, amarelecimento e clorose
nerval ou internerval, nanismo/atrofiamento, epinastia/distor¢ao e
enrugamento/encarquilhamento foliar (Figura 4) (INOUE-NAGATA et al., 2016;
PEREIRA-CARVALHO et al., 2014). A severidade e expressao dos sintomas podem
variar de acordo com estadio de desenvolvimento e genética da planta hospedeira, fatores
ambientais, caracteristicas do isolado viral, ¢ devido a ocorréncia de infecgdes mistas

(FARIA et al., 2000).

Figura 4: Sintomas de begomoviroses: (A) Planta de feijdo-comum (Phaseolus vulgaris
L.) infectada por bean golden mosaic virus (BGMV), com sintoma de mosaico nas folhas;
(B) Planta de mandioca (Manihot esculenta) infectada com african cassava mosaic virus
(ACMV), com mosaico e distorcdo foliar; (C e D) Tomateiro com sintomas de
enrolamento foliar, clorose e atrofiamento; (E) Clorose nerval em Sida spp.; (F e G)
Clorose internerval em tomateiro; (H) Planta de tomate infectada com tomato yellow leaf

curl virus (TYLCV), com amarelecimento/clorose internerval, reducdo e enrolamento
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foliar; (I) Planta de tomate infectada com tomato severe rugose virus (ToSRV), com
amarelecimento, epinastia e enrugamento foliar; (J) Planta de tomate infectada com
tomato chlorosis virus (ToCV), com clorose internerval. (Fontes: (A) BONFIM 2007a;
(B, H, I e J) NAVAS-CASTILLO et al., 2011; (C, D e G) BERGAMIN-FILHO et al.,
2016; (E e F) FAJARDO et al., 2017.

Os begomovirus, em sua maioria, sdo restritos ao floema, sendo transmitidos por
moscas-brancas (B. tabaci), de maneira persistente e circulativa nao-propagativa
(GHANIM et al., 2001; HANSSEN et al., 2010; GHOSH; GHANIM, 2021), visto que,
as particulas virais ao serem ingeridas do floema de uma planta infectada, ndo se
restringem ao aparelho bucal, circulando no corpo do inseto, porém sem replicacdo viral
em seus tecidos (BLUM et al., 2006; NAVAS-CASTILHO et al., 2011), com exce¢ao do
virus tomato yellow leaf curl virus (TYLCV), que ¢ replicado nas glandulas salivares de
B. tabaci (HE et al., 2020).

As particulas virais ao serem ingeridas circulam do estilete até o intestino, de onde
sao deslocadas para a hemolinfa, apds algumas horas da ingestdo. Da hemolinfa as
particulas sdo transportadas para as glandulas salivares primarias (GSPs), onde sdo
acumuladas e podem ser transmitidas durante a alimenta¢do pelo canal salivar das
moscas-brancas, que permanecem com a capacidade de infectar novas plantas por um
longo periodo (NAVAS-CASTILHO et al., 2011; GHOSH; GHANIM, 2021).

O periodo minimo de acesso de aquisicao (PAA) e de inoculagao (PAI) dos
begomovirus ¢ de aproximadamente 10 a 20 minutos, porém periodos de aquisi¢ao mais
longos aumentam a taxa de transmissao (GHANIM et al., 2001). O periodo de laténcia,
considerado o periodo da aquisi¢ao do virus a capacidade de transmissao para novas
plantas, varia em torno de 8 a 24 horas, de acordo com a espécie de begomovirus
(GHANIM et al., 2001; TOLOY et al., 2017).

No trabalho de Ghanim et al. (2001), moscas alimentando de plantas infectadas
com TYLCV foram capazes de transmitir o virus apos oito horas. Ja no trabalho de Toloy
et al. (2017), relataram um periodo de laténcia de ToOSRV em MEAMI1 de 12 a 15 horas,
além de observarem curtos periodos de acesso de aquisicdo (PAA), de um minuto., e de
inoculacdo (PAI), de cinco minutos.

De acordo com a organizacdo do genoma, diversidade genética e distribui¢ao
geografica, os begomovirus foram divididos em dois grupos: os do Velho
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Mundo/Hemisfério Oriental, encontrados na Europa, Asia, Africa e Australia, que sdo
compostos por genomas monopartidos ou bipartidos; e os do grupo do Novo Mundo/
Hemisfério Ocidental, encontrados nas Américas, que apresentam, em sua maioria,
genomas bipartidos (NAWAZ-UL-REHMAN; FAUQUET, 2009; BROWN et al. 2012;
BROWN et al., 2015), com algumas excegoes.

Os genomas bipartidos possuem dois componentes gendmicos, conhecidos como
DNA-A e DNA-B, e os genomas monopartidos sdo compostos por apenas um
componente gendmico, homélogo ao DNA—A dos genomas bipartidos, podendo estar
associados a um ssDNA circular, conhecido como alfasatélites, betasatélites e
deltasatélites (NAWAZ-UL-REHMAN; FAUQUET, 2009; NAVAS-CASTILHO et al.,
2011; HANLEY-BOWDOIN et al., 2013; ZERBINI et al., 2017; FIALLO-OLIVE et al.,
2021). Os componentes genomicos (DNA-A e DNA-B) possuem uma sequéncia
semelhante de aproximadamente 200 bases nucleotidicas dentro da regido intergé€nica
(IR), denominada Regido Comum (CR), que contém o centro de origem (ori) da
replicacdo. O DNA — A possui de cinco a seis ORFs, sendo uma ou duas ORFs no sentido
viral e quatro no sentido complementar (FIALLO-OLIVE et al., 2021). No sentido viral
a ORF V1(monopartidos)/AV1(em bipartidos) ¢ responsavel por codificar a proteina da
capa proteica (CP), relacionada a encapsidacdo da particula viral; e a ORF
V2(monopartidos)/AV2 (presente em alguns virus bipartidos do Velho Mundo) codifica
uma proteina de movimento (MP - Movement protein) (BROWN et al., 2012; ZERBINI
et al.,, 2017). No sentido complementar temos a ORF CI1/ACI, responsavel pela
codificacdo da proteina iniciadora de replicagdo (Rep - Replication-associated protein);,
a C2/AC2 responsavel pela proteina ativadora da transcricdo (TrAP- Transcriptional
activator protein); C3/ AC3 codifica a proteina que intensifica a replicagcdo, conhecida
como REn (Replication enhancer protein), e C4/AC4, codifica uma proteina requerida
para producao de sintomas (RUHEL; CHAKRABORTY, 2019) e pode atuar também
como supressora de silenciamento génico (BROWN et al., 2012; RUHEL;
CHAKRABORTY, 2019). O DNA-B codifica duas proteinas, a proteina nuclear (NSP -
Nuclear shuttle protein), codificada a partir da ORF BV1, no sentido viral, e a proteina

de movimento (MP), codificada pela BC1, no sentido complementar (Figura 5).
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Figura 5: Organizagao genomica do género Begomovirus. As ORFs no sentido viral estdo
indicadas com a letra “V” e no sentido complementar com a letra “C”. Nos genomas
bipartidos, para diferenciar os componentes genomicos, as ORFs sdo antecedidas pela
letra A ou B. Em begomovirus do Novo Mundo, as ORFs V2 / AV2 nido estdo presentes.
LIR, regido intergénica longa; IR, regido intergénica; SIR, regido intergénica curta; CR,
regido comum; NSP, proteina nuclear; CP, proteina da capa proteica; MP, proteina do
movimento; Rep, proteina iniciadora de replicacao; REn, proteina intensificadora da
replicacdo; TrAP, proteina ativadora da transcricdo (Fonte: Adaptado de FIALLO-
OLIVE et al., 2021)

1.3.1.1 Begomovirus na cultura do tomate

Em 1960, foi registrado um dos primeiros relatos de begomovirus infectando a
cultura do tomateiro no Brasil (FLORES et al., 1960), sendo a transmissao associada ao
bidtipo A de mosca-branca (variante Novo Mundo) (BERGAMIN-FILHO et al., 2016).
Inicialmente os relatos de danos econdmicos causados por begomovirus em tomate eram
mais dispersos, porém, desde o final da década de 80 e inicio da década de 90, a incidéncia
de begomoviroses aumentaram progressivamente causando perdas expressivas na maioria
das areas produtoras de tomate, como no Brasil, Florida, México, Caribe, América
Central e Venezuela (POLSTON; ANDERSON, 1997). Esse aumento foi associado a

introducao do biotipo B /MEAM-1 de mosca-branca, que ¢ altamente polifago e possui
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habilidade de adaptar-se a diversas condi¢des, favorecendo a sua rapida disseminacao
(FARIA et al., 2000; LOURENCAO; NAGAI, 1994).

O primeiro relato de begomovirus transmitido pelo biotipo B foi feito no tomateiro
no Distrito Federal em 1993 por Ribeiro et al. (1994). A partir da década de 1990, foram
registradas nas principais regides de cultivo de tomate, como no Distrito Federal, Sao
Paulo, Minas Gerais e Nordeste, infeccdes severas de begomovirus resultando em
elevadas perdas na produgdo, podendo chegar a 100% (FARIA et al., 2000; GIORDANO
et al., 2005a; INOUE-NAGATA et al., 2016).

Os principais sintomas no tomateiro sao caracterizados pelo mosaico, mosqueado,
clorose internerval, rugosidade, distor¢do foliar e atrofiamento (Figuras 4C; 4D; 4F a 4J)
(BERGAMIN-FILHO et al., 2016; INOUE-NAGATA et al.,, 2016), afetando a
produtividade das plantas infectadas.

Analises moleculares e filogenéticas indicam uma grande diversidade genética de
begomovirus infectando tomateiros, nas principais areas produtoras das regides Sudeste,
Nordeste e Centro Oeste, sendo relatadas 24 espécies infectando plantas de tomate no
Brasil (Tabela 1) INOUE-NAGATA et al., 2016; FIALLO-OLIVE et al., 2021). Dentre
as quais, tomato severe rugose virus (ToSRV), e tomato mottle leaf curl virus

(ToMoLCV) s3o predominantes e causam maiores danos na tomaticultura do pais

(INOUE-NAGATA et al., 2016).
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Tabela 1: Lista de espécies de begomovirus infectando tomateiro no Brasil.

Espécies de Begomovirus infectando

. . Abreviagio Isolate Acesso
tomateiro no Brasil
Chino del tomate Amazonas virus CdTAV Brazil/AM10/2007 HM357461
. . Brazil/2008 FJ619507
Euphorbia yellow mosaic virus EuYMV Brazil/GO/Luziania 8675/2009/Goids JF756676
. . o . Brazil/A2B2 AJ557451
Sida micrantha mosaic virus SIMMV BR/GO/Luziania 780/2003/Santaremensi  JX415187
. . . . Brazil/A1B3/Micrantha AJ557450
Sida motle virus SIMOVIMic 11/ Vicosa 1/1999/Rhombifolia AY090555
. . . Brazil/RJ016/2007 KT957957.2
Sida yellow net virus SIYNV Brazil/RJ028/2010 KU996357.1
Tomato bright yellow mosaic virus ToBYMV Brazil/BA167/2012 KC791690
Tomato bright yellow mottle virus ToBYMoV Brazil/TO167/2008 KC791691
Tomato chlorotic leaf curl virus ToCLCV BR-Alt1-16 MK558058
ToCMoV/BA  Brazil/Seabra 1/1996/Bahia AF490004
Tomato chlorotic mottle virus ToCMoV Brazil/Florestal 211/2008 KC706561
ToCMoV/MG  Brazil/Betim 1/1996/Minas Gerais AY 090557
Tomato common mosaic virus ToCmMV Brazil/Coimbra 22/2007 EU710754
Tomato golden leaf distortion virus ToGLDV Brazil/TO45/2007 HM357456
Tomato golden mosaic virus TGMV Brazil/Common/1984 K02029
Tomato golden vein virus TGVV Brazil/Ita1220/2003 JF803254
Tomato interveinal chlorosis virus TolCV Brazil/Pernambuco/Mdc2681/2004 JF803252
Tomato leaf curl purple vein virus ToLCPVV BR-P793-15 KY196216
Tomato leaf distortion virus ToLDV Brazil/Paty do Alferes 4/2005 EU710749
Tomato mild mosaic virus ToMMV Brazil/Paty do Alferes 58/2005 EU710752
Tomato mosaic severe dwarf virus ToMSDV BR-DF-640 AA LVV-16 MN147863
Tomato mottle leaf curl virus ToMoLCV Brazil/Jaiba 13/2008 KC706615
Tomato rugose mosaic virus ToRMV Brazil/Uberlandia 1/1996 AF291705
Tomato severe rugose virus ToSRV Brazil/Petrolina de Goias 1/Capsicum/2003 DQ207749
Tomato yellow leaf deformation dwarf virus ToYLDeDV BR-TO 83-08 MN145942
Tomato yellow spot virus ToYSV Brazil/Bicas 2/1999 DQ336350
Tomato yellow vein streak virus ToYVSV Brazil/Potato/1983 EF417915

1.4 Medidas de controle de begomoviroses e mosca-branca

O controle de doencas causadas por begomovirus ¢ bastante dificil, e possui

opgoes restritas. Algumas medidas de controle visam a reducgdo das fontes de indculo, por

meio de periodos livres de plantio de determinadas culturas, uso de mudas sadias, e pela

erradicacdo de plantas doentes. Porém, uma das principais medidas fitossanitarias ¢

baseada no controle do inseto-vetor, a mosca-branca (HANSSEN et al.,, 2010;

BERGAMIN-FILHO et al., 2016).

O manejo da mosca-branca ¢ bastante complexo e constitui um grande desafio

devido a sua natureza invasora, caracterizada pela alta taxa de reproducao, extensa gama

de hospedeiros, habilidade de adaptar-se as condi¢gdes adversas e desenvolver resisténcia

aos inseticidas (HAJI et al., 2000). Os danos causados pela mosca-branca podem ser

minimizados por meio da adogao de controle cultural, quimico e biol6gico. Como medida
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de controle cultural, barreiras vivas podem ser utilizadas para evitar que os insetos
cheguem nas plantas cultivadas. Experimento realizado na Guatemala em um plantio de
tomate, utilizando como barreira plantas de sorgo, demonstrou uma redug¢ao na populacdo
das moscas-brancas e de plantas infectadas com viroses, além de evitar a perda de
umidade e favorecer a produgao de frutos (SALGUERO, 1993). No Brasil, barreiras vivas
com sorgo e milho foram utilizadas na prevencdo da infestacdo de B. tabaci no Parana e
mostraram redugdo de 40 e 60% na incidéncia de mosaico em feijdo, na época inicial da
floragdo e na época de maturagdo, respectivamente (IAPAR, 1984). Também podem ser
utilizadas como medidas de controle cultural, o uso de plantas armadilhas, como pepino
e berinjela, associadas a aplicacdo de inseticidas para controle da mosca-branca (HILJE,
1999).

Em relacdo ao controle bioldgico da mosca-branca, varios estudos foram
baseados, principalmente, na busca de inimigos naturais. No Brasil, alguns parasitoides
foram descritos e encontrados entre as populacdes de Bemisia spp., entre eles a Encarsia
formosa (Hymenoptera: Aphelinidae), em Sdo Paulo e no norte do estado do Parand; uma
espécie de Signiphora (Hymenoptera: Signiphoridae); e sete espécies de Encarsia, com
destaque para Encarsia porteri (Hymenoptera: Aphelinidae), considerada a mais comum
(MENEZES JUNIOR et al., 1996). No Submédio do Vale do Sdo Francisco, foram
registradas ocorréncias do parasitoide Encarsia lutea (Hymenoptera: Aphelinidae); do
hiperparasitdide Signiphora aleyrodis (Hymenoptera: Signiphoridae) (MOREIRA et al.,
1999); dos predadores Cyclonela sp. (Coleoptera: Coccinellidae), Orius sp. (Hemiptera:
Anthocoridae), Chrysoperla sp. (Neuroptera, Chrysopidae); e dos acaros da familia
Phytoseiidae (HAJI et al., 2005).

O controle quimico ¢ a estratégia mais utilizada e a aplicagdo de inseticidas tem
controlado inicialmente o inseto, entretanto a sele¢ao de insetos resistentes tem sido um
fator limitante. Outros pontos relevantes a serem considerados no uso do controle quimico
estdo relacionados a seguranca do trabalhador, a poluicdo ambiental e ao desequilibrio
ambiental que pode ocorrer devido ao efeito em organismos nao-alvo, visto que os
pesticidas geralmente utilizados sdo a base de neonicotinoides, juvenoides e reguladores
de crescimento, que podem atingir, também, aos insetos benéficos ou nao-alvos
(IBRAHIM et al., 2015; INOUE-NAGATA et al., 2016; NEIVA et al., 2019). Para o
controle da infestagdo de mosca-branca sdo feitas varias aplica¢des por ciclo da cultura,
podendo ser realizadas de duas a trés vezes na semana no periodo seco, aumentando
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consideravelmente os custos na producao devido ao uso de inseticidas sistémicos. O nivel
de dano econdmico considerado ¢ de um a trés insetos por planta, visto que essa densidade
populacional ja ¢ suficiente para causar perda total de um cultivo, devido a transmissao
de virus pela mosca-branca (IBRAHIM et al., 2015; NEIVA et al., 2019). Em um estudo
a campo aberto realizado em tomateiro no Brasil, foi considerado o nivel de dano
econdmico de quatro ninfas por folha e um adulto por bandeja de batida, com dimensdes
de 30 cm x 45 cm x 5 cm (GUSMADO et al., 2006).

A dificuldade de controle e os danos causados a agricultura pelo complexo
begomovirus/mosca-branca evidenciam a necessidade de desenvolvimento de estratégias
de controle mais eficazes. O uso de plantas resistentes ¢ um dos métodos mais
recomendaveis para o controle de doengas e pragas, por possibilitar uma redugdo nos
custos de producdo, maior seguranca e sustentabilidade, sendo de grande importancia
para a agricultura o desenvolvimento de plantas resistentes que apresentem caracteristicas
agronomicas desejaveis (QUIRINO, 1998).

O uso de cultivares que possuem genes de resisténcia a begomoviroses ¢ umas das
estratégias utilizadas para minimizar os danos causados por esses virus no tomateiro,
sendo indispensavel o uso destas em regides com alta incidéncia de begomoviroses
(BERGAMIN-FILHO et al., 2016). Sao conhecidos oito genes de resisténcia: 7y-1
(Acesso ‘LA-1969"), Ty-3 (Acesso ‘LA-1932" e ‘LA-2779’), Ty-4 (Acesso ‘LA-1932") e
Ty-6 (Acesso ‘LA-2779’), derivados da espécie silvestre S. chilense; Ty-2 (Acesso
B6013) derivado da espécie silvestre S. habrochaites; ty-5 derivado de S. peruvianum,
caracterizada na linhagem ‘TY 172’ do hibrido comercial ‘Tyking’ (ANBINDER et al.,
2009; HUTTON et al., 2012; VOORBURG et al., 2020; YAN et al., 2021); tcm-1 (tomate
chlorotic mottle virus resistance-1), gene recessivo, derivado da linhagem ‘TX-468-RG’
do hibrido ‘Tyking’ (GIORDANO et al., 2005b; PEREIRA-CARVALHO et al., 2014); e
tgr-1 introduzido da linhagem FLA653, derivada do cruzamento entre S. chilense (Acesso
LA 2779) e 'Tyking' (BIAN et al., 2007). Entretanto, existem relatos de quebra de
resisténcia, incidéncia de infeccdes mistas e associacdo com os betasatélites, que
dificultam o controle, pois o nivel de resisténcia varia entre as espécies de begomovirus,
nao sendo eficaz para todas (INOUE-NAGATA etal.,2016; BUTTERBACH et al., 2014;
REIS et al., 2020; YAN et al., 2021). Desta forma, ¢ fundamental a busca de fontes que

conferem amplo espectro de resisténcia, podendo utilizar a estratégia de piramidizagdo
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de diferentes genes de resisténcia para obtencdo de resisténcia ampla e duravel
(VIDAVSKI et al., 2008).

Para o controle dessas fitoviroses, além do uso de cultivares que possuem gene de
resisténcia a begomoviroses, ¢ de grande importancia o desenvolvimento de variedades
resistentes & mosca-branca. O uso destas plantas pode influenciar no padrao de dispersao
das viroses transmitidas por estes insetos, devido a reducdo do tamanho e do
comportamento populacional (HEINZ; ZALOM, 1995). Algumas espécies selvagens de
tomateiro, como S. pennellii, S. habrochaites (var. glabratum e hirsutum), S.
pimpinellifolium, S. chilense, S. galapagense, S. peruvianum, S. cheesmaniae € S.
chmielewskii, apresentam caracteristicas que conferem diferentes niveis de resisténcia a
mosca-branca (FIRDAUS et al., 2012; SILVA et al., 2014; ZEIST et al., 2018). Os
tricomas sdo estruturas epidérmicas, semelhantes a pelos, que podem influenciar no
comportamento dos insetos, podendo interferir na oviposicao, fixa¢do e alimentacao,
sendo considerado um dos principais fatores fisico-quimicos relacionados a resisténcia
aos insetos e a mosca-branca. A resisténcia geralmente estd atrelada a densidade e,
principalmente, ao tipo de tricoma, que sdo categorizados em glandulares e nao-
glandulares, sendo que os glandulares podem liberar aleloquimicos, como sesquiterpeno
zingibereno (ZGB), metilcetona 2-tridecanona (2-TD) e acil-agticares (acilglicose e
acilsacarose) (NEIVA et al., 2013; SILVA et al., 2014; ZEIST et al., 2021). No entanto,
muitos genes indesejaveis estdo envolvidos no processo de introgressao de genes de
resisténcia a mosca-branca provenientes de acessos selvagens, dificultando a obtengao de
cultivares comerciais que permanecam com as caracteristicas desejaveis (ZEIST et al.,
2021).

Desta forma, ¢ de grande interesse a introducdo de multiplos genes de resisténcia
a mosca-branca e begomoviroses por meio de melhoramento convencional e pelo uso de
ferramentas biotecnoldgicas para desenvolvimento de variedades resistentes. Umas das
estratégias utilizadas ¢ a busca e a inser¢do de genes até o momento indisponiveis na
cultura, contribuindo para o aumento da variabilidade genética e diversificacdo das
formas de resisténcia, que ¢ de extrema importancia para evitar ou retardar potenciais

eventos de quebra de resisténcia.
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1.5 RNA interferente

RNA interferente (RNA1) ¢ um mecanismo de defesa natural em células eucariotas
contra virus e elementos transponiveis (OBBARD et al., 2009), que pode ser utilizado
como uma estratégia promissora para obtencdo de plantas resistentes e/ou tolerantes a
viroses e insetos-praga (WANG et al., 2000; BONFIM et al., 2007b; ARAGAO et al.,
2013a; ARAGAO et al., 2013b; LIU et al., 2020).

O mecanismo de RNAi (Figura 6) ¢ ativado pela presenca de dsSRNAs (RNAs de
fita dupla) ou hpRNAs (hairpin RNA), que sdo clivados, pela acao de uma endonuclease
RNase III, chamada DICER, resultando em moléculas de siRNA (pequenos RNAs
interferentes), de 21 a 25 nucleotideos (ANGAIJI et al., 2010). Os siRNAs, apos
associarem-se ao complexo ribonucleoprotéico, denominado como RISC (RNA-/nduced
Silencing Complex), servirdao de guia para deteccdo de sequéncias especificas,
complementares ao RNA mensageiro (mMRNA). Ao encontrar sequéncia complementar,
haverd a degradacao, pela a¢do de proteinas associadas ao complexo RISC, denominadas
argonautas, ou a nao-tradugdo, controlando a expressdo génica (KABIR et al., 2008;
JINEK; DOUDNA, 2009; MAJUMDAR et al., 2017).

Em plantas, o mecanismo de RNAi pode ser amplificado pela agao de polimerases
dependentes de RNA (RARP - RNA-dependent RNA Polymerase), que sdo capazes de usar
moléculas de RNA, resultantes da clivagem inicial, como substrato para gerar novas
moléculas de dsRNAs, que sdo novamente clivadas pela DICER, gerando uma segunda
geragdo de siRNAs (Figura 6) (SIJEN et al., 2001; BUTTERBACH et al., 2014; KHALID
etal., 2017; VOORBURG et al., 2020).
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Figura 6: Esquema do silenciamento génico mediado por RNAi em eucariotos. RNAs
dupla fita (dsRNA) ou (hpRNAs) sdo processados, pela acdo da Dicer, em pequenos
RNAs dupla fita (siRNA). Uma das fitas do siRNA (fita guia) associa-se a proteina
argonauta e a outras proteinas para formar o complexo de silenciamento induzido por
RNA (RISC). O complexo de siRNA/RISC, ao encontrar sequéncia complementar, liga-
se ao mRNA alvo, resultando na degrada¢do ou na inibi¢ao da tradugdo. Os componentes
do complexo de siRNA/mRNA podem ser reciclados pelo complexo RISC ou gerar
siRNA secundarios pela acao da polimerase dependente de RNA (RdRP). (Fonte:
MAJUMDAR et al., 2017).

1.5.1 RNAi no controle de insetos

A tecnologia baseada em RNAI pode ser utilizada para o controle de pragas com
maior especificidade, pelo silenciamento genético de genes-alvo essenciais,
desencadeado pelo fornecimento de moléculas de dsRNAs exdgenos via plantas
transgénicas (silenciamento de gene induzido pelo hospedeiro/ Host-Induced Gene
Silencing - HIGS) ou por meio de aplicagdes topicas, tais como pulverizagao foliar,
microinjecao, imersao radicular e tratamento de sementes (YAN et al., 2020; LIU et al.,
2020).

O uso do mecanismo de RNAi foram relatados em espécies das ordens
Lepidoptera, Coleoptera, Diptera, Hemiptera, Hymenoptera, Dictyoptera, Isoptera e

Orthoptera (SWEVERS; SMAGGHE, 2012). A eficicia do uso de RNAI para obtengao
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de plantas transgénicas resistentes a insetos-praga foram relatadas no controle de
Helicoverpa armigera (Lepidoptera: Noctuidae) pelo silenciamento do gene do
citocromo P450 (CYP6AE 14), responsavel por permitir que a lagarta tolere concentracdes
inibitorias do metabdlito do algoddo, o gossipol (MAO et al., 2007); no controle de
Diabrotica virgifera virgifera (Coleoptera: Chrysomelidae), pelo silenciamento de alguns
genes, dentre eles, genes das subunidades de v-ATPase e da a-tubulina (BAUM et al.,
2007); e no controle de larvas de Diabrotica speciosa (Coleoptera: Chrysomelidae), pela
supressao do gene DvSnf7, que resultou no desenvolvimento do produto comercial, o
milho transgénico SmartStax PRO, tolerante ao herbicida glifosato e resistente a praga de
raiz, devido a expressao de dsRNAs DvSnf7 e de proteinas enddgenas Cry (Cry3Bble
Cry34Abl1/Cry35Abl) (HEAD etal., 2017).

Também foram relatados o uso de RNAi no controle de moscas-brancas, pelo
silenciamento de diversos genes-alvo. No trabalho de Luan et al. (2013), por meio de
ensaios de alimentacdo de dsSRNAs mediados por folhas, para o silenciamento de genes
da via da ecdisona (Cyp315al, Cypl8al, EcR e E75), observaram um efeito limitado na
sobrevivéncia e fecundidade de moscas-brancas adultas, entretanto em ninfas,
verificaram um atraso no desenvolvimento e uma reducao da sobrevivéncia. Em ensaios
com moscas-brancas alimentando-se de plantas transgénicas de tabaco, observaram uma
mortalidade de 70% em plantas transgénicas expressando dsRNAs para o silenciamento
dos genes da aquaporina e da alfa glucosidase (RAZA et al., 2016), e uma mortalidade de
90 % em plantas expressando dsRNAs para o silenciamento dos genes acetilcolinesterase
(AChE) e do receptor de ecdisona (EcR) (MALIK et al., 2016). Recentemente, relataram
a obten¢do de resisténcia em plantas transgénicas de tomate expressando dsRNAs para o
silenciamento do gene BtPMaT1, prejudicando a capacidade adquirida pela mosca-branca
de neutralizar a agdo toxica de glicosideos fendlicos, produzidos pelas plantas como
mecanismo de defesa (XIA et al., 2021).

No trabalho relatado por Upadhyay et al. (2011), foram observados diferentes
graus de mortalidade de moscas-brancas por meio da administragdo oral de siRNA e
dsRNA, visando o silenciamento de cinco genes em mosca-branca: actina, ADP/ATP
translocase, o-tubulina, proteina ribossomal L9 e a subunidade A da v-ATPase. A
administracdo oral de siRNAs e dsSRNAs demonstrou ser eficiente no controle do inseto,
com destaque para dsSRNAs de v-4TPase, que resultaram em uma mortalidade de 97,5%,
apos seis dias de administracio (UPADHYAY et al., 2011).
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Trabalhos envolvendo B. tabaci e o silenciamento do gene v-ATPase,
demonstraram ser eficientes no aumento da taxa de mortalidade e na alteragdo do ciclo
da mosca-branca. Em um ensaio com moscas-brancas alimentadas a partir de discos
foliares de plantas transgénicas de tabaco, expressando dsRNAs de v-A TPase, verificaram
uma mortalidade de 34% a 85%, apds seis dias de interacao, € uma reducao de 62% no
nivel de transcricdo de v-ATPase em moscas-brancas, apds oito dias de interacdo
(THAKUR et al., 2014). Em plantas de alfaces transgénicas expressando siRNAs
correspondente a um gene v-47Pase, foram observadas uma mortalidade de 83% a 98%
de moscas-brancas adultas e uma reducdo de 95% no numero de ovos, com consequente
reducdo na populagdo do inseto adulto (IBRAHIM et al., 2017). Em plantas de feijao-
comum transgénica expressando siRNAs de v-4TPase observaram uma mortalidade de

aproximadamente 60%, conferindo tolerancia a planta (FERREIRA et al., 2022).

1.5.1.1 ATPase vacuolar H+

A ATPase H+ vacuolar, também conhecida como v-ATPase, ¢ uma enzima
conservada que atua como uma bomba de protons em células eucaridticas (FINBOW;
HARRISON, 1997; NELSON; HARVEY; 1999; NELSON et al., 2000). A v-ATPase
esta presente nas membranas de compartimentos intracelulares, tais como vesiculas,
lipossomas, endossomas, vactolos, vesiculas sinapticas, reticulo endoplasmatico,
granulos secretores e no complexo de Golgi (FINBOW; HARRISON, 1997; STEVENS;
FORGAC, 1997). A sua funcdo enzimatica ¢ conduzida pelo consumo de ATP,
transformando a energia proveniente da hidrolise de ATP em diferentes potenciais
eletroquimicos de protons nas membranas bioldgicas pelo bombeamento de H+
(BEYENBACH; WIECZOREK, 2006).

As v-ATPases possuem uma estrutura Unica composta de 14 subunidades de
proteinas dispostas em dois complexos, designadas VO e V1, sendo que VI ¢ um
complexo citoplasmatico que faz a mediacao da hidrélise de ATP e o complexo VO
transloca o H+ pela membrana (Figura 7) (BEYENBACH; WIECZOREK, 2006;
FORGAC, 2007). A supressdo da subunidade A do dominio V1, responsavel pela
hidrolise de ATP, é letal (BAUM et al., 2007; UPADHYAY et al., 2011).
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Non-homologous
region of subunit A

Figura 7: Estrutura da v-ATPase. O complexo vacuolar (v-) ATPase ¢ composto por um
dominio periférico (V1, mostrado em amarelo e laranja), que € responsavel pela hidrélise
ATP, e um dominio integral (VO, mostrado em azul e cinza), que esta envolvido na
translocacdo de prétons através da membrana. O nicleo do dominio V1 € composto por
um arranjo hexamérico de subunidades alternadas A e B, que participam da ligacdo e
hidrélise do ATP. O dominio VO inclui um anel de subunidades proteolipidicas (c, ¢’ e
¢"") que sdo adjacentes as subunidades a e e. Os dominios V1 e V0 sdo conectados por um
talo central, composto pelas subunidades D e F de V1 e subunidade d de VO, e por
multiplos talos periféricos, compostos pelas subunidades C, E, G, H ¢ o Dominio N-

terminal da subunidade a (Fonte: FORGAC, 2007).

Como as ATPases sdo cruciais para vdarias fung¢des no metabolismo celular,
principalmente pela fungdo ligada ao transporte intracelular, essas proteinas sao
candidatos promissores para a obtencao de resisténcia a mosca-branca baseada em RNA1
(BEYENBACH; WIECZOREK 2006; UPADHYAY etal., 2011; THAKUR et al., 2014;
IBRAHIM et al., 2017).

Entretanto, como os genes v-4ATPase apresentam algumas semelhangas entre as
espécies de insetos, o efeito do silenciamento de genes em organismos ndo-alvo deve ser

analisado.
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1.5.2 RNAi no controle de viroses

O mecanismo de RNAi, também conhecido como silenciamento génico pOs-
transcricional (PTGS), ¢ uma defesa antiviral natural em plantas e, também, tem sido
utilizada como uma potente estratégia na geracdo de plantas resistentes a virus. Uma das
estratégias ¢ a geracdo de plantas transformadas para expressar um cassete de
interferéncia do tipo intron-hairpin, na qual sequéncias especificas sdo dispostas no
sentido sense e antisense, separadas por um intron, para assegurar a formacdo de
hpRNAs, que ativardo o silenciamento dos genes-alvo de maneira eficiente (SMITH et
al., 2000; ARAGAO et al., 2013a; ARAGAO et al., 2013b; KHALID et al., 2017).

Para obtencao de resisténcia sdo escolhidos como alvo genes que desempenham
funcdes essenciais, normalmente relacionado a replicagdo viral (KHALID et al., 2017,
RUHEL; CHAKRABORTY, 2019). Abordagens visando o silenciamento mediado por
hpRNAs, tendo como alvo a proteina Rep (C1/ACl1), associada a replicagdo viral,
demostraram ser uma boa estratégia para obtencao de plantas resistentes ao begomovirus.

Asad et al. (2003) obtiveram plantas de tabaco transgénicas resistentes ao virus
cotton leaf curl virus (CLCuV), expressando RNAs no sentido sense e antisense com
sequéncias de AC1, AC2 e AC3. Fuentes et al. (2006) relatou pela primeira vez resisténcia
ao virus tomato yellow leaf curl virus (TYLCV), em plantas de tomate transformadas com
uma construcdo de interferéncia para o gene da proteina C1.

Plantas de feijoeiro geneticamente modificadas, contendo esse tipo de construgao
de interferéncia, com sequéncias virais correspondentes ao gene rep (AC1), resultaram
na cultivar comercial BRS FC401 RMD, altamente resistente ao bean golden mosaic virus
(BGMYV), mesmo sobre alta pressio do inoculo (BONFIM et al., 2007b; ARAGAO;
FARIA, 2009; ARAGAO et al., 2013b; FARIA et al., 2016)

1.5.2.1 Proteina Rep

A proteina Rep (Replication initiator protein), codificada no sentido
complementar pela ORF C1 (monopartidos)/AC1(bipartidos) em begomovirus (BROWN
etal.,2012; RIZVIetal., 2014), ¢ conhecida por ser o Unico fator viral indispensavel para
replicacdo, sendo considerada uma proteina multifuncional por desempenhar um
importante papel na interagdo com os fatores da planta hospedeira para a modulagao do
ambiente celular e para a replicacdo viral (RIZVI et al., 2014). A Rep ¢ responsavel por
catalisar o inicio, o alongamento e o fim da replicagdo por circulo rolante, atuando na
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clivagem e na ligacdo do DNA viral (HANLEY-BOWDOIN et al., 2013; RUHEL;
CHAKRABORTY, 2019). Inicialmente a Rep se liga a sitios especificos de ligacdo,
constituido por elementos repetidos, conhecidos como iferons, presentes na regido
intergénica (RIZVI et al., 2014). Ap0s, a replicacdo inicia pela clivagem do genoma viral,
em uma sequéncia nucleotidica conservada (5 — TAATATTIAC - 3’), dentro da regiao
intergénica (LIR) (BROWN et al., 2012; RIZVI et al., 2014; ZERBINI et al., 2017), que
resulta em uma extremidade 3’ livre, por onde se inicia a sintese do ssDNA, com auxilio
da RNA polimerase e outros fatores da planta hospedeira (HANLEY-BOWDOIN et al.,
2013). A Rep ¢ capaz de regular a sua propria expressao, atuando na regulacao da
transcri¢do e, consequentemente, na expressao de alguns genes virais, pois a repressao da
expressao de Rep conduz uma melhora na expressao da proteina ativadora da transcri¢ao
(TrAP), que por sua vez ativa a expressao da capa protéica (CP) e da proteina de
transporte nuclear (NSP) (RIZVI et al.,, 2014; HANLEY-BOWDOIN et al., 2013;
RUHEL; CHAKRABORTY, 2019).

Estruturalmente a proteina Rep dos geminivirus possuem varios dominios (Figura
8). Os dominios de ligagao (1 — 130 aminoacidos) e de clivagem (1 — 120) encontram-se
na regido N-terminal, que abrange os motivos conservados I, II e III e as hélices 1 ¢ 2,
que sdo essenciais para a ligacdo e clivagem do DNA (RIZVI et al., 2014; RUHEL;
CHAKRABORTY, 2019). O Motivo I esté relacionado a ligacao especifica ao dsDNA,
o Motivo II ¢ um local de interagdo com ions metalicos e pode estar envolvido na
conformagdo da proteina e clivagem, e o Motivo III contém a tirosina envolvida na
clivagem do DNA (NASH et al., 2011; RIZVI et al., 2014). As hélices 1 e 2, encontram-
se entre os Motivos I e II, entre os aminoacidos 25 — 52, e mostraram, também, ser
necessarias para que ocorra a ligacao e a clivagem do DNA (OROZCO; HANLEY-
BOWDOIN, 1998). As proteinas Rep também possuem um motivo altamente conservado
em toda familia Geminiviridae denominado como GRS (Geminivirus Rep Sequence), que
se encontra entre os motivos II e III na regido N terminal. A sequéncia GRS ¢ essencial
para que se inicie a replicacao por circulo rolante, conforme visto no trabalho de Nash et
al. (2011), em que os virus com mutagao na sequéncia GRS nao foram infecciosos € nao
foram capazes de clivar o DNA e de replicar.

O dominio de oligomerizacao (120 — 182) encontra-se na regido central, com uma
sobreposi¢do no dominio de ligagdo (RIZVI et al., 2014). A maioria das interagdes da
Rep com os fatores celulares acontece na regido desse dominio. A etapa de
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oligomerizagdo ¢ fundamental para a replicagdo viral, como demonstrado no trabalho
Orozco et al. (2000), visto que mutantes na regido de oligomerizagdo foram defeituosos
para replicagdo viral.

O dominio ATPase encontra-se na regido C-terminal, que abrange os motivos
Walker A, Walker B, B’ e C, necessarios para a atividade ATPase e helicase (RIZVI et
al., 2014; GEORGE et al., 2014, RUHEL; CHAKRABORTY, 2019). A atividade
ATPase € necessaria para a replicacdo viral, conforme demonstrado no trabalho Desbiez
et al. (1995), em que o gene rep mutado para a ligagao do ATP foi incapaz de suportar a

replicacdo do DNA in vivo.

Oligomerization

120 Domain 182
N
DNA Binding 130 362
\\alker Walker B’ Motif Motif C
DNA Nicking 20 . e

B

Figura 8: Representacdo esquematica da proteina Rep dos geminivirus (Fonte: RUHEL,;

CHAKRABORTY, 2019)

A inibic¢do da replicacdo viral ¢ uma boa estratégia para controle de viroses. O fato
de a proteina Rep ser fundamental para que ocorra a replicagdo, reflete em alto grau de
conservagao estrutural e filogenética. Desta forma, a proteina Rep ¢ considerada um dos
melhores alvos para ser utilizado como estratégia na obtencdo de resisténcia de amplo

espectro para infecgdes causadas por geminivirus (RUHEL; CHAKRABORTY, 2019).

1.6 Transformagdo genética do tomateiro

O tomateiro ¢ considerado uma planta modelo de transformagao de plantas
dicotiledoneas (MCCORMICK et al., 1986; LING et al., 1998). O primeiro relato de
transformagdo de tomate foi feito por McCormick et al. (1986), e apds varios outros
trabalhos de transformagdo foram relatados (CHYI; PHILLIPS, 1987; FILLATTI et al.,
1987; FISCHHOFF et al., 1987, DELANNAY et al., 1989; DAVIS et al., 1991a; DAVIS
et al.,, 1991b; VAN ROEKEL et al., 1993; HAMZA;CHUPEAU,1993; PATIL, 1994;
AGHARBAOUI et al., 1995; FRARY, 1995; FRARY; EARLE, 1996; LING et al., 1998;
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TABAEIZADEH et al., 1999; VIDYA et al., 2000; COSTA et al., 2000; HU; PHILLIPS,
2001; PARK et al., 2003; RAJ et al., 2005; SUN et al., 2006; QIU et al., 2007).

No trabalho desenvolvido por Sun et al. (2006) foi relatado alta eficiéncia de
transformagao de tomate via Agrobacterium, utilizando a cultivar Micro-Tom. Esta
cultivar ¢ considerada como modelo para abordagens gendmicas, por apresentar
caracteristicas vantajosas, tais como tamanho pequeno, ciclo curto (70 a 90 dias) e ser de

facil transformacao genética (SUN et al., 2006; QIU et al., 2007).

2 JUSTIFICATIVA

Bemisia tabaci ¢ um complexo de insetos-praga responsavel por causar grandes
danos a agricultura em todo o mundo, pela suc¢do de seiva e, principalmente, por ser
vetor de diferentes virus, com destaque para as begomoviroses, que sao responsaveis por
graves epidemias e danos economicos em diversas culturas, inclusive no tomateiro. A
dificuldade de controle do complexo mosca-branca/begomovirus e a manifestagao de
resisténcia da mosca-branca a inseticidas evidenciam a necessidade do desenvolvimento
de estratégias mais eficazes de controle desse vetor, e dos virus por elas transmitidos.
Avangos nos estudos e o desenvolvimento de diversas técnicas moleculares
possibilitaram maior entendimento dos diversos processos bioquimicos em varios
organismos € como manipula-los de forma precisa. Entre essas técnicas, o mecanismo de
RNAI pode ser utilizado para obtengao de plantas resistentes a insetos-praga e a viroses
(ARAGAO et al., 2013a; ARAGAO et al., 2013b).

O uso da estratégia de RNAI na obtencdo de plantas transgénicas resistentes a
insetos-praga foi demonstrada (BAUM et al., 2007; MAO et al., 2007, GORDON;
WATERHOUSE 2007) e resultou no desenvolvimento do produto comercial, o milho
transgénico SmartStax PRO, resistente a praga de raiz, Diabrotica speciosa (Coleoptera:
Chrysomelidae), pelo silenciamento do gene DvSnf7, e pela expressdo das proteinas
enddgenas Cry3Bbl e Cry34Abl/Cry35Abl (HEAD et al., 2017).

Também foram relatados o uso da estratégia de RNAi no controle de moscas-
brancas, pelo silenciamento de diversos genes-alvo (UPADHYAY etal., 2011; LUAN et
al., 2013; RAZA etal., 2016; MALIK et al., 2016; XIA et al., 2021). Genes codificadores
da proteina v-ATPase estdo entre os alvos mais promissores, visto que sdo cruciais para
varias func¢des no metabolismo celular. A estratégia do silenciamento desse gene tem sido
aplicado no controle de mosca-branca, demonstrando ser eficiente no aumento da
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mortalidade e impacto no ciclo de vida do inseto, em experimentos realizados em plantas
de tabaco, alface e feijao (THAKUR et al., 2014; IBRAHIM et al., 2017; FERREIRA et
al., 2022).

A eficacia do uso da estratégia de RNA1 na obtencdo de plantas resistentes a
begomovirus, também ja foi relatada, com destaque para estratégias envolvendo o
silenciamento do gene da proteina Rep (C1/ACl), considerada o tnico fator viral
indispensavel para replicagdo (ASAD et al., 2003; FUENTES et al., 2006; BONFIM et
al., 2007b). Um exemplo de sucesso do uso da estratégia, foi a obtengao do feijao-comum,
aprovado para comercializagdo no Brasil, altamente resistente ao BGMYV, devido a
expressdo de dsRNAs para silenciamento do gene rep (AC1) (BONFIM et al., 2007b;
ARAGAO; FARIA, 2009; ARAGAO et al., 2013b; FARIA et al., 2016).

Em anélises de comparacao de regides conservadas no gene rep de begomovirus,
que ocorrem no Brasil ou com potencial de serem introduzidos, foram identificados
quatro grupos filogenéticos com maior identidade de nucleotideos. A expressdo de
pequenos RNAs (siRNAs) correspondendo a sequéncias de quatro begomovirus [tomato
mottle leaf curl virus (TMoLCV), tomato golden vein virus (TGVV), tomato severe
rugose virus (ToSRV), tomato leaf distortion virus (ToLDV)], sendo um representante de
cada cluster, possibilitaria a geracdo de resisténcia multipla as espécies descritas
infectando o tomateiro no Brasil, devido a piramidizacdo de genes de resisténcia (DE
PAULA, 2015; VIDAVSKI et al., 2008).

Desta forma, uma hipdtese de trabalho foi que a expressao de pequenos RNA
interferentes correspondendo ao fragmento do gene de uma v-ATPase de B. tabaci em
plantas de tomateiro, pode silenciar o gene em moscas brancas interagindo com a planta,
gerando linhagens tolerantes de tomateiro geneticamente modificadas (GM). Outra
hipotese foi que tomateiros transformados para expressar pequenos RNA interferentes
correspondente ao gene rep de quatro espécies de begomovirus, podem interferir na
replicagdo do virus pelo silenciamento do gene da proteina Rep, permitindo a obtencao

de plantas com resisténcia/tolerancia a begomoviroses.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Anadlise da estratégia de silenciamento génico via RNA de interferéncia como

forma de controle de mosca-branca (Bemisia tabaci) e de begomovirus em tomateiro

(Solanum lycopersicum).

3.2 Objetivos especificos

3.2.1

322

3.23

324

3.2.5

3.2.6

3.2.7

Obtencao de diferentes linhagens de tomateiros da cultivar
Micro-Tom, modificadas geneticamente para expressar siRNAs.
Analise do efeito da alimentagdo de moscas-brancas em plantas
transgénicas de tomate expressando siRNA de v-4ATPase.
Analise do efeito de siRNAs de v-4TPase no ciclo de vida da
mosca-branca.

Andlise da atratividade e preferéncia para oviposi¢do em plantas
expressando siRNAs de v-ATPase.

Analise populacional em casa de vegetagao de moscas-brancas
interagindo com plantas expressando siRNAs de v-4TPase.
Andlise do efeito de siRNAs de v-4TPase sobre organismos
nao-alvo.

Analise da eficiéncia do hpRNA quimérico, com sequéncias do
gene rep de quatro espécies de begomovirus associados ao

tomateiro, no silenciamento da proteina Rep.

4 MATERIAL E METODOS

4.1. Vetores

Os vetores desenvolvidos foram utilizados para transformar explantes

cotiledonares de tomate da cultivar Micro-Tom via Agrobacterium tumefaciens EHA105.

Os cassetes de RNAi do tipo intron-hairpin, foram clonados no vetor pPCAMBIA2300,

contendo o gene nptll, que codifica para a enzima Neomicina Fosfotransferase tipo 11

(NPTII) e confere resisténcia a canamicina, utilizada para selecionar as células

transformadas.

38



4.1.1. pCAMBIA 2300ATPase

O plasmideo pC2300ATPase contém o cassete de RNAI para silenciamento de
uma sequéncia especifica do gene v-ATPase de B. tabaci, que sera denominado de
AATPase.

O cassete de RNAI foi retirado do vetor pBtATPaseC3300 desenvolvido por
Ibrahim et al. (2017), pela digestdo com as enzimas de restricdo Hind III e EcoRI. O
fragmento obtido foi ligado nos sitios Hind III e EcoRI no vetor pCAMBIA2300,
resultando no vetor pC2300ATPase (Figura 9).

O 4ATPase é composto de um fragmento de DNA de 545 pb do gene da
subunidade A de v-ATPase de B. tabaci (IBRAHIM et al., 2017), clonado no sentido
sense e antisense no vetor pSIU (TINOCO et al., 2010), separado pelo intron 3 do gene
malate syntase de Arabidopsis thaliana (Atms-i3), para assegurar a formagdo de
hpRNAs. O cassete ¢ conduzido pelo duplo promotor do 35S cauliflower mosaic virus
(35SCaMV), seguido pela sequéncia enhancer do promotor, 5° UTR do virus alfalfa
mosaic virus (AMV) (DATLA et al., 1991), e o terminador do gene nopalina synthase

(nos3’) de A. tumefaciens.

(10.8198) HindIII

(10.118 .. 10.146) ATPXS _
A

pPC2300ATPase
11.152 bp

- "W
{7230 .. 7250) MPTII 60 ~

(6840 .. 6860} NPTII 470
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Figura 9: Representacdo esquematica do vetor pC2300ATPase, que contém as
construcdes de RNAI para sequéncias especificas do gene v-ATPase de mosca-branca

(44ATPase), e o gene de selecdo nptll, que confere resisténcia a canamicina.

4.1.2. pCAMBIA 2300-p4-gemini

O plasmideo pC2300-p4-gemini contém o cassete de RNAi quimérico para
expressar dSRNAs correspondente as sequéncias do gene rep de quatro espécies virais de
begomovirus que infectam tomateiro no Brasil, que sera denominado de Ap4Gemini.

O 4p4Gemini foi retirado do vetor pC3300-fourgemini (DE PAULA, 2015), pela
digestdo com as enzimas de restri¢ao Hind III e EcoRI. O fragmento obtido foi ligado nos
sitios Hind III e EcoRI no vetor pPCAMBIA2300, resultando no vetor pC2300-p4-gemini
(Figura 10).

Para a construgao do 4p4Gemini, inicialmente foi realizado um alinhamento com
sequéncias nucleotidicas do gene rep de onze begomovirus associados ao tomateiro no
Brasil, depositadas no GenBank (National Center for Biotechnology Information —
NCBI): tomato rugose mosaic virus (ToORMV) AF291705.1; tomato severe rugose virus
(ToSRV) DQ207749.1; tomato golden mosaic virus (TGMYV) JF694490.1; tomato mild
mosaic virus (ToMIMV) KC706611.1; tomato yellow spot virus (ToYSV) DQ336350.1;
tomato leaf distortion virus (ToLDV) EU710749.1; tomato yellow vein streak virus
(ToYVSV) EF417915.1; tomato golden vein virus (TGVV) JF803254.1; tomato mottle
leaf curl virus (TMoLCV) JF803246.1; tomato chlorotic mottle virus (ToCMoV)
AF490004.1; tomato interveinal chlorosis virus (TolCV) JF803252.1 (DE PAULA,
2015).

O alinhamento foi utilizado para elaboracdo de uma arvore filogenética, na qual
foram verificados quatro clusters com maior identidade de nucleotideos. Desta forma, as
sequéncias virais de cada cluster foram alinhadas separadamente para analise das regides
conservadas. Quatro sequéncias conservadas do gene rep foram selecionadas para
compor o cassete de RNAI, sendo escolhida uma sequéncia viral de cada cluster: tomato
severe rugose virus — ToSRV (326 pb); tomato leaf distortion virus — ToLDV (320 pb);
tomato golden vein virus — TGVV (319 pb); e tomato mottle leaf curl virus — TMoLCV
(321 pb) (DE PAULA, 2015).

O fragmento de DNA quimérico (1.286 pb), formado pelas sequéncias

selecionadas do gene rep, representando os quatro grupos virais, foi clonado no sentido
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sense ¢ antisense no vetor pSIU (TINOCO et al., 2010), separado pelo intron 3 (Atms-
13), conduzido pelo duplo promotor 35SCaMV, seguido pela sequéncia do virus AMV
(DATLA etal., 1991) e terminador do gene nos3’.

(12.307) HindIIT

(10.652 .. 10.673) 4GeminiR

(9616 .. 9637) 4GeminiR —J,

GS62718-29 pC2300-p4-gemini AtMSintron
12.640 bp

P ] |
(9061 .. 9080) 4GeminiF \
\

(8358) EcoRI

(CaMV 355 promoter (enhanced})

(7230 .. 7250) NPT60 7

(6840 .. 6860) NPT470C

Figura 10: Representacdo esquematica do vetor pC2300-p4-gemini, que contém o
cassete de RNAi1 4p4Gemini, desenvolvido para silenciamento do gene rep especifico
para quatro diferentes espécies de begomovirus que infectam tomateiro no Brasil:
ToSRV, TMoLCV, TGVV e ToLDV, contendo também o gene de selecao nptll, sob o
controle do duplo promotor constitutivo 35SCaMV, seguido pela sequéncia do AMV e

terminador do gene nos3’.

4.2 Transformagdo de Agrobacterium tumefaciens cepa EHA-105

Agrobacterium tumefaciens cepas EHA-105 desarmadas, que possuem gene de
resisténcia a rifampicina, foram transformadas por eletroporagdo, para formagao de duas
linhagens de A. tumefaciens diferentes, contendo o DNA dos plasmideos de interesses
pC2300ATPase e o pC2300-p4-gemini (LACORTE; ROMANO, 1998). Amostras de 100

uL de cada transformagdo foram plaqueadas em meio LB so6lido, contendo canamicina
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(100 mg/L) e rifampicina (100 mg/L) para selecdo, e incubadas a 28 °C por dois dias.
Clones obtidos foram multiplicados em meio LB liquido com os antibidticos seletivos
por trés dias a 28 °C e 180 rpm. Dos clones crescidos em meio LB liquido foram
preparadas diferentes aliquotas de A4. tumefaciens transformadas, com acréscimo de
glicerol autoclavado. As aliquotas foram armazenadas em freezer -80 °C, com

concentragdo final de 25% de glicerol.

4.3 Transformacdo genética de tomateiro via Agrobacterium tumefaciens

A transformacao genética vegetal foi realizada de acordo com Sun et al. (2006)
com modifica¢des. Sementes de tomate da cultivar Micro-Tom foram esterilizadas para
germinagao in vitro, para isso, sementes foram submersas em solugao de etanol 70% (v/v)
durante um minuto. Logo apos, a solucdo de etanol 70% (v/v) foi retirada e as sementes
foram submersas em uma solug@o de hipoclorito de s6dio 2% (v/v) por cinco minutos,
seguido de cinco enxagues com agua destilada autoclavada, com auxilio de uma peneira
de aluminio previamente autoclavada. As sementes foram secas em papel filtro
autoclavado e transferidas para frascos contendo 30 mL de meio de germinacgao,
composto por %2 MS com vitaminas, 1,5% de sacarose (m/v) e 0,7% agar (m/v), com pH
ajustado para 5,7. A germinacdo foi conduzida por um periodo de oito a dez dias em
camara de cultura a 25 + 2 °C. Inicialmente os frascos foram mantidos no escuro por volta
de seis dias e apos foram transferidos para luz sob fotoperiodo de 16 horas.

Para a transformacdo genética, aliquotas de A. tumefaciens contendo os
plasmideos desejados (pC2300ATPase e pC2300-p4-gemini) foram plaqueadas em meio
AB solido (CHILTON et al., 1974), contendo os antibidticos rifampicina (100 mg/L) e
canamicina (100 mg/L), e incubadas por dois a trés dias, a 28 °C. Em seguida, parte da
cultura bacteriana crescida no meio AB soélido foi coletada com auxilio de uma espatula
e ressuspendida em um tubo de 50 mL do tipo Falcon contendo meio de cocultura liquido,
composto por sais MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962), suplementado com sacarose 3%
(m/v), PVP 200 mg/L, MES 200 mg/L, BAP 5 uM, AIA 0,1 uM, acetoseringona 200 uM,
cisteina 400 mg/L e vitamina B5, com pH ajustado para 5,2. A suspensdo bacteriana foi
homogeneizada, em agitador tipo Vortex™, e diluida até a obtengao de uma OD600 = 0,5,
mensurada em espectrofotometro (BioPhotometerplus - Eppendorf). Os cotilédones
provenientes de plantulas de ‘Micro-Tom’ germinadas in vitro, por oito a dez dias, foram
retirados e colocados em uma placa Petri contendo a suspensao bacteriana. Com auxilio
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de pinga e bisturi estéreis, os cotilédones foram cortados ao meio, de forma transversal, e
nas extremidades distais e proximais das folhas, em contato com a agrobactéria. Explantes
cotiledonares obtidos ficaram imersos na suspensdo bacteriana por 30 minutos. Em
seguida, os explantes foram secos, em papel filtro autoclavado, e inoculados, com a
superficie abaxial voltada para baixo, em meio de cocultura sélido, durante 48 horas no
escuro a 25 £ 2 °C. Para meio de cocultura so6lido, foi utilizada a mesma composi¢ao do
meio de cocultura liquido com adi¢do de 0,6% de agar (m/v).

Apos dois dias em cocultura solida, os explantes foram transferidos para meio de
inducdo contendo canamicina como agente seletivo para regeneracdo de explantes
transformados. O meio de inducdo foi composto por sais MS (MURASHIGE; SKOOG,
1962), suplementado com sacarose 2% (m/v), PVP 200 mg/L, MES 200 mg/L, nitrato de
prata 2 mg/L, zeatina 5 uM, AIA 0,1 uM, vitamina B5, Timentin® 100 mg/L, cefotaxima
200 mg/L e agar 0,6% (m/v), pH 5,7.

A concentracdo inicial de selecdo, de explantes transformados com o plasmideo
pC2300ATPase ou pC2300-p4-gemini, foi de 50 mg/L. de canamicina, com redugdo para
25 mg/L, ap0s trés a quatro semanas.

Os explantes foram inoculados com a superficie abaxial em contato com o meio e
as placas foram vedadas com micropore. A cada 15 dias, os explantes foram transferidos
para novo meio de indugdo com selegdo e as gemas resistentes, foram repicadas, até a
diferenciagao dos tecidos.

Brotos emergentes foram transferidos para meio de alongamento composto por
sais MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962), suplementado com sacarose 3% (m/v),
vitamina BS5, Timentin® 100 mg/L, cefotaxima 200 mg/L, canamicina 25 mg/L e agar
0,6% (m/v), pH 5,7.

Brotos bem desenvolvidos foram transferidos para um meio de enraizamento
composto de sais MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962), suplementado com sacarose 3%
(m/v), IBA ou AIA 1 mg/L, vitamina B5, Timentin® 100 mg/L, cefotaxima 200 mg/L e
agar 0,6% (m/v), com pH ajustado para 5,7. Alguns brotos enraizaram em meio de
alongamento, ndo necessitando a transferéncia para o meio de enraizamento. Em alguns
casos, o agente seletivo foi retirado na etapa de alongamento/ enraizamento de brotos
resistentes para favorecer o desenvolvimento e reduzir o tempo para obtencao de plantas

enraizadas.
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Com o desenvolvimento pleno das raizes, as plantas foram aclimatadas em casa
de vegetacdo, em uma mistura de solo, substrato e vermiculita, na propor¢ao de 1:1:1.
Inicialmente as plantas foram cobertas com um saco plastico, e apds uma semana o saco
foi retirado.

As plantas aclimatadas foram transferidas para vasos maiores € permaneceram em
casa de vegetacdo para producdo de frutos. Os frutos maduros foram colhidos e as

sementes foram coletadas, identificadas e armazenadas a 4 °C.

4.4 Analises das plantas transformadas

4.4.1 Extracdo de DNA e PCR

O DNA das plantas regeneradas a partir de explantes cotiledonares foi extraido de
acordo com o protocolo descrito por Doyle e Doyle (1987), com modificagdes. O material
vegetal coletado foi macerado em tubos de centrifuga, tipo Eppendorf, na presenga do
tampao CTAB 2% (m/v) (brometo de cetrimodnio) e incubados a 65 °C por 20 minutos.
Para desnaturacdo e solubilizagdo das proteinas foi adicionado cloroférmio-alcool
isoamilico 24:1, e os tubos contendo a mistura foram homogeneizados em agitador do
tipo Vortex™ e centrifugados a 14.000 rpm por cinco minutos. A fase aquosa formada
na parte superior, que contém o DNA, foi coletada e transferida para um novo tubo,
devidamente identificado. O DNA foi precipitado em isopropanol gelado, sendo
homogeneizado e mantido por 10 minutos a temperatura ambiente, ¢ logo apos,
centrifugado por cinco minutos a 14.000 rpm. O sobrenadante foi descartado e o
sedimento foi lavado com adi¢do de etanol 70% (v/v), que foi novamente centrifugado a
14.000 rpm por cinco minutos. Por fim, o sobrenadante foi descartado e apds secagem o
sedimento foi ressuspendido em dgua milli-Q autoclavada.

O DNA extraido foi submetido a uma reacdo em cadeia da polimerase (PCR),
utilizando-se a enzima Taq DNA Polymerase Recombinant (Invitrogen), conforme
recomendado pelo fabricante. Para detec¢ao do gene nptll (411 pb) utilizou-se o par de
primers NPTII 60 e NPTII 470. Para detecgao de 545 pb do gene 44TPase, utilizou-se o
par de primers ATPXS e ATPSK. Para deteccao do cassete de RNAi quimérico
Ap4Gemini utilizou-se o par de primers 4GeminiF e 4GeminiR, para deteccdo de um

fragmento de 577 pb (Tabela 2).
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Tabela 2: Primers utilizados para detec¢ao de sequéncias de DNA.

Primer Sequéncia Uso
NPTII 60 5’ GAGGCTATTCGGCTATGACTG 3’ Detecgdo do gene
NPTII 470 5’ TCGACAAGACCGGCTTCCATC 3’ nptll (411pb)

ATPXS 5" CTGACTTCTAGAGCTCGCATCCGAAAGCGCCGGGAATG 3’ Deteccdo do gene
ATPSK 5 ACGTACGGGTACCACTAGTCGGCGACCCTGTACAGCGAAC 3’ AATPase (545 bp)
4GeminiF 5> AGCTGATCTGCCGTCGATTT 3’ Deteccdo do gene
4GeminiR 5’ TCCGACGTCAAGTCCTAGTAAA 3° Ap4Gemini (577 bp)

Em um termociclador, a reagdo de PCR foi submetida a 95 °C, por cinco minutos
para desnaturacao, e amplificada por 35 ciclos (95 °C por um minuto, 55 °C por um
minuto, 72 °C por dois minutos) com um ciclo final a 72 °C por sete minutos.

Os produtos da PCR foram visualizados em transiluminador (Bio Rad
Laboratories) apos eletroforese em gel de agarose 1% (m/v), corrido em tampao TBE

(Tris — borato - EDTA) 0,5X e corados com SYBR safe.

4.4.2 Ensaio de fluxo lateral

Plantas transgénicas, confirmadas por PCR, foram testadas pelo método de
imunoensaio de fluxo lateral (/mmunoStrip - Agdia, EUA) para deteccao da proteina
NPTII (Neomicina Fosfotransferase tipo II). Amostras foliares foram maceradas na
presenca do tampao comercial fosfato-salino (PBS) 1X, conforme as instrug¢des do
fabricante. Ap6s obter o macerado, tiras foram inseridas para detectar a expressao de

proteina.

4.4.3 Anadlise das progénies

Das plantas transgénicas obtidas (geragdo To), foram recolhidas as sementes de
autofecundagdo, considerando que ha baixa taxa de polinizacdo cruzada. As sementes
foram germinadas em uma mistura de terra: substrato: vermiculita, na propor¢ao del:1:1,
e as plantas germinadas foram analisadas por PCR para detec¢dao dos transgenes. Para
determinar se a taxa de segregacdo observada foi consistente com uma razao mendeliana
(3:1), ao nivel de confianca de 95%, foi usado o teste do Qui-quadrado (y*) de Pearson,
com utilizagao do fator de corre¢ao de Yates, para os casos em que uma das frequéncias

fosse menor que 5, ou quando o valor total de plantas avaliadas fosse menor que 20.
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4.4.4 Andlises de siRNAs

O RNA total do tomateiro, de plantas ndo-transgénicas e de oito linhagens
transgénicas em homozigose, obtidas da transformacdo de explantes cotiledonares com o
vetor pC2300ATPase, foi extraido utilizando o reagente Trizol (Invitrogen), conforme as
recomendacdes do fabricante. A analise de siRNA foi realizada conforme descrito por
Bonfim et al. (2007b). O RNA total foi separado por gel de acrilamida 20% (v/v),
contendo 7M de uréia e TBE 1X. Apo6s o gel foi corado com brometo de etideo e
fotografado. O RNA foi transferido do gel de acrilamida para uma membrana Hybond —
N + (Amersham Pharmacia Biotech) e fixados na membrana por exposi¢ao a uma dose
padrao de luz UV.

A hibridagdo foi realizada usando uma sonda de DNA correspondente ao
fragmento de PCR v-ATPase, amplificado pelo par de primers ATPXS/ATPSK (Tabela
2), marcado com a32P dCTP, utilizando o kit DecalLabel (Thermo Fisher Scientific), de
acordo com as instrugdes do fabricante. As lavagens de hibridagdo e pos-hibridagao foram
realizadas conforme descrito por Yoo et al. (2004). Oligomeros (18, 25 e 39 nucleotideos)
foram utilizados como marcadores de tamanho molecular. As bandas foram visualizadas

com um analisador de imagem fluorescente (FLA-3000; FUJIFILM).

4.5 Ensaios com mosca-branca realizados em tomateiros transformados para expressar
SiRNAs de AATPase

Os ensaios com plantas de tomate transgénicas, obtidas da transformacgdo de
explantes cotiledonares com o vetor pC2300ATPase, e com plantas de tomate ndo-
transgénicas, utilizadas como controle, foram realizados na Embrapa Arroz e Feijao,
Santo Antonio de Goids/GO e na Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia,

Brasilia/DF.

4.5.1 Cultura de moscas-brancas

Para os ensaios, foram utilizadas moscas-brancas provenientes de uma colonia de
B. tabaci MEAMI1 (=biotipo B), mantida em feijoeiro (Phaseolus vulgaris L.) em uma
casa de vegetacao na Embrapa Arroz e Feijdo, Santo Antonio de Goias/GO, Brasil. Para
evitar depressdo consanguinea, foram introduzidas novas espécies regularmente na
colonia, que tem sido monitorada por meio do sequenciamento do gene mitocondrial
citocromo oxidase I (mtCOI).
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4.5.2 Analise de mortalidade das moscas-brancas

Andlises de mortalidade das moscas-brancas foram realizadas em trés linhagens
de tomateiro transgénicos (4.4.1, 6.8.4 ¢ 9.2), obtidas da transformacao de explantes
cotiledonares com o vetor pC2300ATPase, e em plantas nao-transgénicas, representando
o controle do ensaio. Apos quatro semanas do plantio, trés plantas de cada tratamento
foram submetidas a oviposi¢ao por um periodo de duas horas. Depois disso, as moscas-
brancas adultas foram removidas e as plantas foram isoladas em gaiolas individuais (68
cm x 27 cm x 27 cm), mantidas em casa de vegetacdo (Figura 11). Os insetos
desenvolveram-se dos ovos para adultos, e a mortalidade adulta foi registrada apds cinco
a sete dias. Para facilitar a visualizagdo de insetos mortos dentro da gaiola, as plantas
foram colocadas sobre uma lona plastica preta (Figura 11). No sétimo dia, o nimero total
de insetos vivos e mortos foi contado, com auxilio de um aspirador para remocao dos
insetos. Em seguida, também foi registrado o nimero de pupas vazias nas folhas,
visualizadas sob um estereomicroscopio. Para calcular o percentual de mortalidade, foi
considerado o numero de pupas vazias como o numero total de insetos adultos em cada
repeticdo. Este ensaio foi repetido duas vezes e os dados foram submetidos a Analise de
Variancia (ANOVA). O teste de Levene foi aplicado para verificar a homogeneidade da
variancia e a média dos percentuais de mortalidade foram analisados pelo teste Dunnett

a 5%, utilizando o software GraphPad Prism versao 6.0.

Figura 11: Sistema de monitoramento para analise de mortalidade das moscas-brancas

em tomateiros transformados para expressar siRNAs de 44TPase.
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4.5.3 Andlise de desenvolvimento das moscas-brancas

Para analise do efeito de siRNAs de 44TPase no ciclo de vida da mosca-branca,
o desenvolvimento do estidgio de ovo ao adulto foi avaliado em plantas da linhagem
transgénica 4.4.1 em homozigose e em plantas nao-transgénicas (controle). Foram
avaliados 10 ovos individuais por planta, com cinco a oito repeti¢des por tratamento. Para
isso, plantas de quatro semanas foram expostas a oviposicao de mosca-branca por 1 hora,
com retirada dos adultos apds esse periodo. Assim que as ninfas de 1° instar tornaram se
sésseis, foram circuladas e numeradas usando um marcador permanente, de forma
cuidadosa para ndo danificar a planta ou o inseto. As plantas foram mantidas a 25 + 1°C,
com 70% a 80% de umidade relativa, e 16 horas de fotoperiodo. A fase ninfatica de cada
individuo foi analisada diariamente, com auxilio de um estereomicroscopio, até a
emergéncia dos adultos. A mortalidade em cada estagio também foi registrada. Para cada
estagio da ninfa, a mortalidade das ninfas B. tabaci desenvolvidas na linhagem
transgénica do tomate foi comparada ao controle usando o teste de qui-quadrado (p<0,05).
O teste de normalidade Shapiro-Wilk foi conduzido para testar a normalidade dos dados
e quando os dados ndo estavam em uma distribui¢do normal, um teste ndo paramétrico de

Wilcoxon com corre¢do de continuidade foi aplicado para comparagdes médias.

4.5.4 Analise de atratividade e preferéncia para oviposi¢dao

Foi realizado um experimento de livre escolha para avaliar a atracdo e preferéncia
das moscas-brancas adultas em plantas transgénicas e nao-transgénicas de tomate. Para
isso, apos quatro semanas do plantio, dez plantas germinadas da linhagem 4.4.1, em
homozigose, e dez plantas ndo-transgénicas, foram dispostas de maneira intercalada em
um circulo, dentro de uma casa de vegetacdo sem moscas-brancas. Em seguida, 300
insetos adultos foram liberados no centro do circulo (Figura 12). Ap6s 48 horas, o nimero
de adultos em cada planta foi contado, olhando cuidadosamente as folhas. Apds cinco

dias, o nimero de ovos por planta foi contado, com auxilio de um estereomicroscopio.
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Figura 12: Experimento de livre escolha realizado em casa de vegetagdo para avaliar a
atratividade e preferéncia para oviposi¢ao das moscas-brancas adultas em tomateiros nao-

transgénicos e transgénicos, expressando siRNAs de 44TPase.

4.5.5 Ensaio em casa de vegetagdo

Para andlise do efeito na populacdo e no ciclo de vida de moscas-brancas
alimentadas por plantas transgénicas, expressando siRNAs de A4A4TPase, um
delineamento experimental de blocos casualizados foi montado em uma casa de
vegetacdo. Os tratamentos foram compostos pelas plantas transgénicas da linhagem 4.4.1,
em homozigose, e plantas ndo-transgénicas (controle).

ApOs postura, uma planta de feijao, contendo diversos ovos de mosca-branca, foi
disposta no centro de cada bloco (bancada). Apos 30 dias da postura, foi realizada a 1*
amostragem de moscas nos tratamentos. Para amostragem foi contabilizado o numero de
moscas-brancas em 12 plantas, escolhidas aleatoriamente, de cada tratamento por bloco.
As amostragens foram realizadas semanalmente até a oitiva semana, sendo que, na ultima
semana foram contabilizadas apenas seis plantas por bloco.

Os valores médios foram submetidos a Andlise de varidncia (ANOVA) e as
médias foram comparadas pelo teste Tukey a 5%, utilizando o software GENES (CRUZ,

2013) e o grafico foi elaborado no software GraphPad Prism versao 6.0.
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4.5.6 RT-PCR quantitativa (RT- gPCR)

O nivel de transcrigdo do gene endégeno v-ATPase em B. tabaci interagindo com
plantas transgénicas oriundas da linhagem 4.4.1 (homozigotas) e ndo-transgénicas foi
determinado por transcricdo reversa seguida de PCR quantitativa (RT-qgPCR). O
isolamento RNA e RT-qPCR foram realizados conforme descrito por Andrade et al.
(2016). As moscas-brancas adultas foram liberadas em plantas de tomateiros transgénicos
e ndo-transgénicos, isolados em gaiolas individuais, conforme descrito acima para os
ensaios de mortalidade por mosca-branca. Apds 48 horas, o RNA total foi extraido de
150 insetos sobreviventes, por repeticdo, dos quais 200 ng de cada uma das amostras
foram usados para sintetizar cDNA usando o kit GoScript Reverse Transcription System
(Promega), conforme recomendacao do fabricante. As reagdes foram realizadas usando o
StepOnePlus Real-Time PCR System (Thermo Fisher Scientific) com SYBR-Green. Os
primers para os genes endodgenos v-ATPase (GGTGGAGACTTGTACGGTATTG e
TGACAGTACCTTTGGCTTTAGG) e actina (GACCAGCCAAGTCCAAACGA e
CCTTTGTGGTAGAGGTCTCAGTT) foram projetados usando a ferramenta
PrimerQuest (IDT Integrated DNA Technologies, Inc.). Os niveis relativos de transcrigao
de v-ATPase em diferentes amostras de RNA foram normalizados em relagao ao gene
actina (Acesso OU963862.1), utilizado como controle interno. Os ensaios quantitativos
foram realizados a partir de trés amostras bioldgicas. O nivel relativo da expressdo foi

calculado usando o método Livak (LIVAK; SCHMITTGEN, 2001).

4.6 Andlises em organismos ndo-alvo

Devido as semelhancas nas sequéncias do gene v-ATPase entre insetos, foram
realizados ensaios para avaliar efeitos negativos em insetos nao-alvo interagindo com
tomateiros transgénicos da linhagem 4.4.1 em homozigose, que produzem siRNAs de
AATPase. Desta forma, foram realizadas analises in silico, ¢ ensaios de alimentacao com
o pulgdo Myzus persicae (Hemiptera: Aphidae), e com lagartas de Tuta absoluta

(Lepidoptera: Gelechiidae).
4.6.1 Andlise in silico de sequéncias do gene v-ATPase
Para andlise de similaridade entre as sequéncias nucleotidicas do gene v-ATPase,

sequéncias de v-ATPase de B. tabaci foram comparadas com sequéncias de Myzus
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persicae e Tuta absoluta, utilizando a ferramenta BLASTn e o software si-Fi (LUCK et

al., 2019).

4.6.2 Ensaios com Myzus persicae

Os pulgdes M. persicae foram coletados de colonias naturais em plantas daninhas,
e mantidos em plantas de tomateiro até serem utilizados no experimento.

Ninfas de M. persicae de quarto instar foram gentilmente transferidas para as
plantas de tomate, sendo ao todo, transferidos 50 insetos por planta, com seis repeti¢des
de cada tratamento (tomateiros transgé€nicos, da linhagem 4.4.1 em homozigose, € nao-
transgénicos). As plantas foram mantidas a 25 +2°C, com 70% - 90% de umidade relativa,
sob condi¢des de casa de vegetagdo, sem iluminacdo adicional. Apos sete dias de
alimentacdo o niumero total de pulgdes foi contabilizado com auxilio de um microscopio

estereoscopio.

4.6.3 Ensaios com Tuta absoluta
As colonias de T. absoluta foram obtidas de plantas de tomateiro cultivadas sob
condi¢gdes de estufa na Embrapa Hortalicas (Brasilia, DF). A criagdo foi mantida no

laboratorio em gaiolas, contendo plantas de tomateiro da cultivar Santa Clara Baby.

4.6.3.1 Ensaios com T. absoluta em folhas destacadas de tomateiro

Folhas provenientes de plantas de tomate transgénicas (linhagem 4.4.1 em
homozigose) e ndo-transgénicas foram destacadas e dispostas individualmente em placas
Petri. Para manter a turgéncias das folhas, o peciolo foi envolto por um algodao embebido
com agua, que era umedecido diariamente, de acordo com a necessidade. Foram
transferidas trés lagartas de 7. absoluta por folha, sendo realizadas duplicatas para cada
estagio da lagarta (instar L1 a L3). As folhas foram fotografadas diariamente para
acompanhar a extensao dos danos nos tecidos foliares, devido a alimentagdo das lagartas.
As fotos foram avaliadas pelo software Imagel] (imagej.nih.gov/ij/) para determinar o
percentual de dano foliar. Apds 27 dias, o nimero de adultos emergentes foi registrado e

expresso pelo percentual de adultos normais em relacao ao numero total de lagartas.
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4.6.3.2 Ensaios com T. absoluta em plantas de tomate

Seis plantas de tomate transgénicas (oriundas da linhagem 4.4.1 em homozigose)
e seis ndo-transgénicas foram dispostas aleatoriamente em uma gaiola (45 cm x 45 cm x
55 cm), na qual foram adicionadas uma média de seis tragas de 7. absoluta por planta.
Um algoddo embebido em uma solucdo com 10% de mel (v/v) foi colocado na parte
superior da gaiola para prolongar a vida dos adultos da traca do tomateiro. Apos 22 dias,
os adultos restantes foram eliminados e as plantas foram distribuidas em novas gaiolas.
Foram colocadas duas plantas do mesmo tratamento por gaiola, totalizando trés repeticdes

de cada. O niamero de adultos emergidos foi contabilizado por quatro semanas.

4.7 Desafio com tomateiros transgénicos transformados para expressar siRNAs de
Ap4Gemini

Tomateiros transgénicos (Geragao Ti), obtidos da transformacdo de explantes
cotiledonares com o vetor pCAMBIA2300-p4-gemini, contendo o cassete de RNAi
quimérico para silenciamento do gene rep de quatro begomovirus (ToSRV, TMoLCV,
TGVV e ToLDV), foram desafiadas para analise de resisténcia ao tomato mottle leaf curl
virus (TMoLCV).

Tomateiros transgénicos e nao-transgénicos (controle) utilizados no desafio,
foram inoculados através do vetor bioldgico, a mosca-branca. Foram utilizadas moscas-
brancas adultas provenientes de uma coldnia de B. tabaci MEAM1 (=biétipo B), mantida
em couve (Brassica oleracea L.) em uma casa de vegetacdo na Embrapa Hortalicas,
Fazenda Tamandud, Rodovia BR-060, Km 09 (Brasilia/Anapolis), Brasil.

Como fonte de inoculo do virus, plantas de tomate da cultivar susceptivel
Viradouro (GIORDANO et al., 2000b) foram agro-inoculadas com A. tumefaciens
transformadas para conter o clone infeccioso do virus TMoLCV. As plantas agro-
inoculadas foram monitoradas quanto ao aparecimento dos sintomas e avaliadas via PCR
para confirmagao da infeccao.

Folhas apresentando sintomas, foram destacadas e dispostas em tubos de
polietileno de 50 mL, contendo de cinco a dez mL de meio dgar para manutencdo da
turgéncia das folhas. Discos pretos de EVA, com furo no centro, foram colocados em
cima do meio agar, para evitar contato com as moscas. Para aquisi¢ao do virus, foram
incluidas 80 moscas-brancas aviruliferas por tubo, contendo uma folha de tomateiro
infectado com o virus TMoLCV. A parte superior dos tubos foram cobertas com tecido
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voil, preso com auxilio de um elastico (Figura 13A), para permitir a circulacao do ar. As
moscas permaneceram nesse sistema por um periodo de dois dias (48 horas) para garantir
a aquisi¢do do virus (PAA).

Mudas de tomate (transgénicas e nao-transgénicas) apresentando, no minimo,
duas folhas verdadeiras, foram inoculadas com a introdug¢dao de aproximadamente 80
moscas-brancas viruliferas em um sistema de confinamento. Para o confinamento das
moscas nas plantas foram utilizados copos plasticos, com a parte inferior telada e com a
parte superior voltada para baixo (Figura 13B). Apds sete dias, as plantas foram
transferidas para casa de vegetacao e os copinhos foram removidos. Para eliminacao das

moscas, foi utilizado um inseticida spray a base de agua.

Figura 13: (A) Sistema para aquisi¢cdo do virus (PAA) pelo inseto-vetor, a mosca-branca;

(B) Sistema de confinamento de moscas-brancas viruliferas para inoculo.

As plantas foram observadas semanalmente para acompanhamento do
aparecimento dos sintomas. Apds 30 dias da inoculagdo (30 dpi), o DNA das plantas foi
extraido para analise individual por PCR, utilizando primers universais de begomovirus,
PAL1V1978 e PARIc715, para detecgdo viral do TMoLCV (ROJAS et al., 1993).
Também foram utilizados ImmunoStrips para deteccdo de begomovirus, conforme
recomendacao do fabricante (Agdia, USA).

As plantas que apresentaram um fenotipo de resisténcia foram selecionadas e
mantidas em casa de vegetacdo para obtencdo de frutos, visando avancar a geracao,

analisar as progénies e obter populacdes homozigotas para os transgenes.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1  Linhagens transgénicas obtidas da transformagdo via Agrobacterium com o vetor
pC23004ATPase

Foram obtidas nove linhagens transgénicas primarias (To) independentes, a partir
da transformacdo de explantes cotiledonares com o vetor pC2300ATPase, contendo o
cassete de RNA interferente (447Pase) (Figura 14A). As anélises por PCR revelaram a
presenca de ambos transgenes 44 TPase (545 pb) e nptll (411 pb) em todas as linhagens
transgénicas (To) (Figura 14B). Progénies PCR-positivas foram analisadas quanto a
expressdo da proteina neomicina fosfotransferase II (NPT II) usando o método
imunoensaio de fluxo lateral. Plantas expressando a proteina NPTII apresentaram duas
bandas, no qual a banda superior representa a linha controle, necessaria para validagao do
teste, e a banda inferior representa a presenca da proteina. Uma banda forte foi observada
nas linhagens 6.8.4, 6.10.3, 8.9 ¢ 9.8, e uma banda fraca nas linhagens 10.20 ¢ 4.12.1. No
entanto, as linhagens 4.4, 9.2 e¢ 10.5 ndo apresentaram a banda inferior referente a
deteccao de expressao da proteina NPT II, assim como nas plantas nao-transgénicas

(controle) (Figura 14C).
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Figura 14: Analises moleculares das linhagens transgénicas, obtidas da transformacgao
com o vetor pC2300ATPase. (A) Representagdo esquematica da regiao T-DNA do vetor
pC2300ATPase, contendo a construcdo de RNAI para sequéncias especificas do gene v-
ATPase da mosca-branca (44TPase), e o gene nptll, que codifica para a enzima NPTII
(neomicina fosfotransferase II) e confere resisténcia a canamicina. (B) Andalise de PCR
de nove linhagens transgénicas para detecgao dos transgenes 44 TPase e nptll. O controle
positivo (C+) corresponde a reagao de PCR feita com o vetor pC2300ATPase. (C) Teste
ImmunoStrip de plantas PCR-positivas para deteccdo de neomicina fosfotransferase II
(NPTII). NT sao plantas nao-transgénicas.

As plantas transformadas (To) foram aclimatadas e cultivadas em casa de
vegetagdo para obtencao de frutos (Figura 15). A linhagem 6.10.3 apresentou varios frutos
sem sementes € um numero significativamente menor de sementes por fruto (média de
1,3 sementes/fruto) quando comparada as outras linhagens transgénicas e plantas nao-
transgé€nicas (média de 27,9 sementes/fruto). Desta forma, a linhagem 6.10.3 nao foi
utilizada para estudos adicionais, porém, futuramente, podera ser investigada quanto a

possivel mutacdo devido a inser¢do do transgene.
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Figura 15: Plantas de tomateiro (Solanum lycopersicum L.), provenientes de explantes
cotiledonares transformados com o vetor pC2300ATPase, aclimatadas em casa de
vegetacao. (A e B) Plantas aclimatadas, mantidas em casa de vegetacao para produgao de

frutos; (C e D) Plantas transformadas florescendo e produzindo frutos.

5.1.1 Andlise das progénies

Com base nas andlises de PCR e no teste de Qui-quadrado, verificou que os
transgenes 44 TPase e nptll co-segregaram na gera¢ao T (autopolinizacio), ajustando-se
estreitamente a propor¢ao mendeliana de 3:1, como esperado para um locus de integragao

(Tabela 3).

Tabela 3: Analise de segregacdo da Geracao Ti, proveniente de autopolinizagdo, de

plantas transgénicas, obtidas da transformac¢ao com o vetor pC2300ATPase.

Lines Positive® Negative x? PP
4.4.1 15 5 0.00 1
6.8.4 16 4 0.47 0.61
9.2 7 2 0.26 0.85
9.8 5 1.44 0.18
10.20 14 8 1.52 0.22
8.9 23 11 0.98 0.32
10.5 7 5 1.44 0.18
4.12.1 15 4 0.34 0.69
6.10.3 12 2 123 0:35

(a) Dados baseados em analises de PCR para deteccdo dos transgenes de A4TPase e nptil.

(b) P ¢é a probabilidade que os valores observados reflitam a taxa de segregacdo 3:1 (o = 0,05).
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5.1.2 — Analise de siRNAs

Andlises de Northern blot foram realizadas para detectar siRNAs de 44TPase em
folhas de tomateiros transgénicos e em tomateiros ndo-transgénicos. Os resultados
revelaram a presenca de bandas de siRNA, conforme o tamanho esperado, entre 18 e 25
nt, para as linhagens transgénicas 4.4.1, 6.8.4,9.2, 10.20, 8.9, 10.5 e 4.12.1. Nenhum sinal
foi observado em plantas ndo-transgénicas e na linhagem 9.8 (Figura 16).

Nao foi observada correlacdo qualitativa entre a expressao do gene nptll (Figura
14C) e a expressao do transgene 44 TPase (quantidade de siRNAs) (Figura 16). Resultado
similar foi observado por Aragao et al. (2013), no qual ndo observaram correlagdo entre
a quantidade de siRNAs produzidos por plantas de feijdo transgénicas, geneticamente
transformadas para expressar dSRNAs do gene rep (AC1) do bean golden mosaic virus

(BGMV), e a expressao do gene ahas, usado para a selecao de plantas transformadas.
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Figura 16: Analise de Northern blot para deteccao de siRNAs (18 — 25 nt) de 44TPase
isolado das linhagens de tomate transgénicas. O gel foi corado com SYBR para controle

da corrida e controle de carga do RNA isolado. NT: planta ndo-transgénica.

A linhagem 4.4.1 apresentou sinal forte na analise de Northern blot, indicando
maiores quantidades de siRNAs, e por isso foi escolhida para os experimentos de
alimentagdo de mosca-branca e ensaios de mortalidade. As linhagens 6.8.4 ¢ 9.2, que
apresentaram sinal intermediario e fraco, respectivamente, também foram escolhidas na
tentativa de estabelecer a relagdo causa-efeito entre a tolerdncia aos insetos e as

quantidades de siRNAs produzidas pelo hospedeiro.
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5.1.3 — Analise de mortalidade de moscas-brancas

Progénies das linhagens 4.4.1, 6.8.4 e 9.2, que apresentaram na andlise de
Northern blot um sinal forte, intermediario e fraco, respectivamente (Figura 16), foram
desafiadas com moscas-brancas adultas recém surgidas e sua mortalidade foi registrada
apés cinco a sete dias. Moscas-brancas interagindo com as plantas da linhagem
transgénica 4.4.1 apresentaram taxa de mortalidade mais alta (57,1%), diferenca
estatisticamente significante quando comparadas aos insetos interagindo com as plantas
das linhagens 6.8.4 (23,5% de mortalidade) € 9.2 (27,5% de mortalidade), € com plantas
ndo-transgénicas, utilizadas como controle (7,6% de mortalidade) (P<0,05) (Figura 17).
Tais resultados apontam para uma correlacdo entre a quantidade de siRNAs produzidos
pela planta e a resposta de resisténcia/tolerancia a mosca-branca, assim como observado
por Ferreira et al. (2022), no qual apenas a linhagem de feijoeiro expressando maior
quantidade de siRNAs de v-ATPase, apresentou uma mortalidade significativa para

insetos adultos de mosca-branca.
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Figura 17: Mortalidade de B. tabaci alimentado em tomateiros transgénicos das
linhagens 4.4.1, 6.8.4 ¢ 9.2, e em tomateiros nao-transgénicos (Controle), por um periodo

de sete dias (*p<0,05, n=6).

Em outros trabalhos, também foram verificados um aumento consideravel nas
taxas de mortalidade de moscas-brancas em apenas alguns dias de interagdo com plantas

transgénicas de tabaco, alface e feijdo, expressando siRNAs para silenciamento do gene
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da v-ATPase de B.tabaci (THAKUR et al., 2014; IBRAHIM et al., 2015; FERREIRA et
al., 2022). Thakur et al. (2014) relataram uma mortalidade de 34 a 85% entre moscas-
brancas que se alimentam de discos foliares de tabaco transgénico, apds seis dias de
interacdo. Em plantas transgénicas de feijao e alface, possuindo a mesma construgdo de
RNAI utilizada neste trabalho para silenciar o gene v-4A7TPase de B.tabaci, observaram
uma mortalidade em torno de 60% em plantas transgénicas de feijao (FERREIRA et al.,
2022), resultado similar ao observado neste trabalho em tomate, ¢ uma alta taxa de
mortalidade de 83,8 a 98,1%, apods cinco dias de interagdo, em plantas de alface
transgénicas (IBRAHIM et al., 2017). Apesar do percentual de mortalidade de moscas-
brancas em tomateiros transgénicos ter sido menor ao observado em plantas de alface
transgénicas, nossos resultados com esta linhagem de tomate transgénica sugerem um
nivel razoavel de tolerancia a praga-alvo, assim como observado para feijao (FERREIRA
et al.,, 2022), apontando para uma ferramenta promissora a ser usada junto a outras
estratégias de manejo.

Visto que a eficiéncia do RNAi depende da dose de siRNA (ou dsRNA) (VOGEL
et al., 2019), ¢ necessario considerar a possivel degradacdo dessas moléculas ao serem
ingeridas pelos insetos, reduzindo assim a eficiéncia do silenciamento génico no
organismo-alvo. Luo et al. (2017) demostrou que dsRNAs, de 370 pb, do gene da proteina
GFP (Green Fluorescent Protein), produzidos por tomateiros transgénicos, foram
parcialmente degradados quando ingeridos por B. tabaci. Além disso, demonstraram, por
meio da administragdo via oral de dietas artificiais, que a maior parte da degradacao
desses dsRNAs foi suprimida quando foram co-administrados com outros dsRNAs
correspondentes a genes de RNases de insetos.

Além da co-supressao dos genes de RNases de insetos para redugao da degradagao
de dsRNAs para os genes-alvo, altos niveis de silenciamento podem ser alcangados por
maiores niveis de expressdo das construgdes intron-hairpin (LUAN et al., 2013;
THAKUR et al., 2014; RAZA et al., 2016; MALIK et al., 2016; IBRAHIM et al., 2017 ¢
XIA etal., 2021).

Neste estudo, o duplo promotor 35 S CaMV foi usado para controlar a expressao
do transgene A4 TPase. Desta forma, a utilizacao de outros promotores pode ser estudada,
visando identificar a op¢do que promova maiores niveis de transcrigdo e,

consequentemente, maiores quantidades de dSRNAs em folhas de tomate.
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5.1.4- RT-PCR quantitativa (RT- gPCR)

A andlise de RT- PCR quantitativa foi realizada para estimar o nivel de transcri¢ao
do gene enddgeno v-ATPase em B. tabaci alimentando-se das folhas de tomate
transgénico da linhagem 4.4.1 (homozigota). Os resultados mostraram que a expressao
da v-ATPase foi significativamente menor (50,2%; P<0,05) nos insetos interagindo com
as plantas transgénicas, quando comparada ao nivel observado nos insetos interagindo
com plantas ndo-transgénicas (Figura 18). Resultado similar foi analisado em moscas-
brancas interagindo com plantas transgénicas de alface e feijao, possuindo o mesmo
cassete de interferéncia utilizado neste trabalho (IBRAHIM et al., 2017; FERREIRA et
al., 2022). Thakur et al. (2014) relataram uma redugao de 62% no nivel de transcricdo de
v-ATPase em moscas-brancas, apds oito dias de interacdo com plantas transgénicas de
tabaco, produzindo siRNAs de A4 TPase.

Tais resultados indicam uma relagdo causa efeito entre a producdo de siRNAs
especificos para uma v-ATPase, produzidos pela planta hospedeira, e a redugdo da
expressdo do gene v-ATPase e, consequente, interferéncia na sobrevivéncia dos insetos

que se alimentam dessas plantas.
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Figura 18: Nivel de transcricdo do gene endogeno v-ATPase em moscas-brancas

alimentando-se de tomateiros transgénicos da linhagem homozigota 4.4.1 por 48 horas,
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determinada por RT-PCR quantitativa. Os dados representam a média de trés repeticoes

(*p<0,05, n=3).

5.1.5 - Analise de desenvolvimento das moscas-brancas

O tempo de desenvolvimento das moscas-brancas em plantas homozigotas da
linhagem 4.4.1 foi semelhante ao das plantas ndo-transgénicas (controle), exceto no 3°
instar, que apresentou um tempo significativamente maior na planta transgénica (P<0,05)

(Figura 19), sugerindo um leve atraso no estagio de desenvolvimento da ninfa.
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Figura 19: Tempo de desenvolvimento dos estagios ninfais de B. tabaci em plantas
homozigotas da linhagem 4.4.1, em comparagdo com plantas ndo-transgénicas (*p<0.05,

n=50-80).

Na analise de mortalidade nos estagios ninfais das moscas-brancas observou uma
mortalidade significativamente maior nas plantas transgénicas quando comparadas com

as plantas ndo-transgénicas, apenas no 2° instar (Tabela 4).

61



Tabela 4: Mortalidade de insetos por estadio ninfal na linhagem de tomateiro 4.4.1, em
comparagdo com as plantas de tomate controle. N.S: ndo significativo.

Number of dead nymphs / total number of nymphs (% mortality)

Tomato line/Nymphal stage 1st instar 2nd instar 3rd instar 4th instar
4.4.1 o 15/90 o o
2/90 (2.2%) (16.7%) 3/90 (3.3%) 1/90 (1.1%)
Control 3/38 (7.9%) 0/38 (0%) 3/38 (7.9%) 0/38 (0%)
Chi-square analysis (p<0.05) *
N.S. p=0.00739 N.S. N.S.

*Significantly different (p<0,05)
N.S Non-significant

Estes resultados sugerem que o desenvolvimento do 2° e 3° instar de B.tabaci foi
prejudicado pela linhagem transgénica. No trabalho do Ibrahim et al. (2017) verificaram
um atraso na eclosdo de novos adultos de mosca-branca interagindo com plantas
transgénicas de alface, sugerindo um atraso no desenvolvimento e impacto no ciclo de
vida dos insetos. Entretanto, ndo foi observado diferenca significativa na sobrevivéncia e
no desenvolvimento dos estidgios jovens de moscas-brancas alimentando das linhagens
transgénicas de feijdo-comum (FERREIRA et al., 2022).

No trabalho de Luan et al. (2013), observaram um atraso no desenvolvimento e
uma redug¢a@o da sobrevivéncia nos estagios ninfais de moscas-brancas que se alimentaram
de dsRNAs especificos, visando o silenciamento de genes da via da ecdisona (Cyp315al,
Cypl8al, EcR e E75) de B.tabaci, indicando ser um gene promissor para controle de
moscas-brancas nos estagios mais jovens.

A piramidizagdo de genes para silenciamento génico de multiplos genes, pode ser
uma estratégia interessante para potencializar o controle de moscas-brancas, tanto na fase

adulta quanto nos estagios iniciais.

5.1.6 - Analise de atratividade e preferéncia para oviposi¢ao

Na analise de atratividade, ndo foram observadas diferengas significativas entre
plantas transgénicas e ndo-transgénicas em relagdo ao nimero médio de adultos de B.
tabaci por planta, apos 48 horas da liberacdao dos insetos adultos (p>0.05). No entanto,
quanto a andlise de preferéncia para oviposi¢do, observou que o numero de ovos por
planta foi significativamente menor nas plantas transgénicas, em comparacdo aos

controles (Tabela 5), corroborando com os resultados obtidos, referente a oviposi¢ao
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inferior em plantas transgénicas de alface e feijdo, portadoras da mesma construgdo de
RNAI que usamos no presente trabalho (IBRAHIM et al., 2017; FERREIRA et al., 2022).

A selecdo das plantas hospedeiras pelos insetos sugadores, comeca com tacos
olfativos, o que significa que os insetos avaliam a adequacdo de uma planta hospedeira
principalmente pelos volateis das plantas (POWELL et al., 2006). Nossos dados mostram
que o numero de adultos que se estabeleceram nas plantas transgénicas nao diferiu das
plantas de controle convencionais, sugerindo que os volateis produzidos por ambas as
plantas podem ser semelhantes ou nao foram alterados. Entretanto, outros trabalhos
mostraram que mesmo quando a atracdo de adultos ndo se difere entre os tratamentos,
mesmo assim, pode ocorrer uma redugdo na oviposi¢ao (JIAO et al., 2012; LI etal., 2017),
sugerindo que a atragdo de adultos e a preferéncia pela oviposi¢do ndo estdo
necessariamente correlacionadas. A sele¢ao da planta hospedeira para oviposi¢cdo por
insetos pode ser afetada por diferencas na quimica nutricional e defensiva (BERNAYS;
CHAPMAN, 1994), tais como a quantidade de cera nas folhas, presenca de tricomas e
glucosinolato, acumulo de acido salicilico, conteudo de nitrogénio, carboidrato,
compostos fenolicos ou clorofila (ORIANI; VENDRAMIM, 2010; JIAO et al., 2012;
MOSHITZKY; MORIN, 2014; UEDA et al., 2019; JAFARBEIGI et al., 2020; ABBASI
et al,, 2020). Além disso, tratar plantas com produtos quimicos, tais como Oleos
essenciais, aminoacidos ou inseticidas, por exemplo, pode potencialmente reduzir a
preferéncia das moscas-brancas pela oviposi¢ado (PRABHAKER et al., 1999; HAMMAD
etal., 2001; BALDIN et al., 2007; YANG et al., 2010), sugerindo que essa etapa pode ser
reduzida quando as fémeas percebem um risco potencial para a progénie (MOSHITZKY:;
MORIN, 2014). Desta forma, a preferéncia pela oviposi¢do pode se correlacionar com a
adequacdo do hospedeiro ao desempenho de sua prole (hipdtese de desempenho de
preferéncia) (JAENIKE, 1978). Portanto, varios fatores podem levar a uma redu¢do na
oviposicao dos insetos, € assim ndo podemos descartar o efeito potencial de silenciar um
gene envolvido em muitos processos celulares, como o da v-ATPase, sendo necessario

realizar outras pesquisas para investigar esta hipotese.
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Tabela S5: Andlise de atratividade e preferéncia para oviposi¢ao de moscas-brancas
adultas em plantas transgénicas da linhagem 4.4.1, em uma experiéncia de livre escolha,
expressa pelo nimero de moscas-brancas adultas por planta e o nimero de ovos postos

nas plantas ap6s 48 horas.

Average number of adult insects ~ Tomato line
or eggs per plant (+ st error)

441 Control
Adults 2 (£0.8) 39 (x1.4)
Eggs 22.75 (+11.4)* 154.5 (+61.8)

*Means are significantly different (n=10, p<0.05)

5.1.7 Ensaio em casa de vegetagdo

No ensaio realizado em casa de vegetagdo, para analise do efeito na populagao e
no ciclo de vida de moscas-brancas alimentadas por plantas transgénicas, expressando
siRNAs de 44TPase, inicialmente, ndo foi verificada diferenca significativa entre os
tratamentos, plantas da linhagem 4.4.1 (em homozigose) e plantas ndo-transgénicas.
Porém, na sexta semana, foi observada uma diferenca significativa em relagdo ao nimero
médio de adultos de B. tabaci nos tratamentos (Figura 20).

Os resultados das primeiras semanas (1* a 5%) reforcam o observado na andlise de
atratividade, visto que, apos a primeira eclosdo, a média de adultos por planta ndo se
diferenciou. Entretanto, na segunda eclosao, por volta da sexta semana, o resultado obtido
indica que, aparentemente, as moscas tiveram uma preferéncia para oviposicao em

plantas ndo-transgénicas, reforcando o observado no teste de preferéncia.

64



300 -
Bl nao-GM

*
200 - ]
100 - l
I
1 ‘ -lr ; 1 1
0. |
2 3

Figura 20: Analise populacional de moscas-brancas adultas em plantas transgénicas da

Insetos

linhagem 4.4.1, em uma experiéncia de livre escolha realizada em casa de vegetacao,
expressa pelo nimero médio de moscas-brancas adultas, obtidas pela analise amostral

(*p<0.05, 12 amostras/ bloco (n), n=3).

Neste ensaio também foi observado, nas primeiras semanas, uma diferenca
significativa, entre os valores médios de blocos localizados em &reas com maior
incidéncia solar na casa de vegetagdo, indicando a necessidade de controlar esse fator, no

planejamento do experimento para melhor eficiéncia da analise.

5.1.8 Anadlises em organismos ndo-alvo

Devido as semelhancgas nas sequéncias do gene v-4TPase entre os insetos, duas
espécies de insetos: M. persicae (Hemiptera: Aphidae) e 7. absoluta (Lepidoptera:
Gelechiidae), que interagem estreitamente com as folhas de tomate, foram escolhidas para
um ensaio para andlise de efeito em organismos ndo-alvo. Apesar dessas duas espécies
escolhidas serem consideradas insetos-praga para a cultura do tomate, ndo configurando
um problema no manejo de pragas (YAN et al., 2020), o efeito em organismos nao-alvo

pode afetar a aprovagao comercial de culturas geneticamente modificadas.

5.1.8.1 Analise in silico de sequéncias do gene v-ATPase
A comparacao entre as sequéncias do gene v-ATPase revelaram uma similaridade
ao gene v-ATPase de B. tabaci de 83% para M. persicae e 85% para T. absoluta. A
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comparacao in silico do gene v-ATPase de B. tabaci com M. persicae, utilizando o
software si-Fi (LUCK et al., 2019), revelou algumas sequéncias putativas com potencial
para um efeito de silenciamento génico inesperado nesta espécie de inseto ndo-alvo. No
entanto, a analise com 7. absoluta foi prejudicada visto que, atualmente, apenas algumas
sequéncias incompletas de ATPase de 7. absoluta estio disponiveis no GenBank

(National Center for Biotechnology Information — NCBI).

5.1.8.2 Ensaios com Myzus persicae

No ensaio com M. persicae, ndo foram verificadas diferencas significativas no
numero de progenitores dos insetos alimentando de plantas transgénicas, da linhagem
4.4.1, em comparagdo com os insetos que se alimentavam de plantas ndo-transgénicas
(Figura 21). Os resultados sugerem que o siRNA produzido pela expressao do transgene
AATPase, em tomateiros transgénicos, nao afetou a expressao dos genes enddgenos

codificadores de ATPase em M. persicae, ndo afetando na reproducao do pulgio.
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Figura 21: Média da progénie proveniente de ninfas de M. persicae (50 insetos/ replicata)

interagindo com tomateiros transgénicos (linhagem 4.4.1) e ndo-transgénicos (controle).
5.1.8.3 Ensaios com Tuta absoluta

5.1.8.3.1 Ensaios com T. absoluta em folhas destacadas de tomateiro
Para o ensaio de herbivoria de lagartas alimentando de folhas destacadas de

tomateiro, foram realizadas duplicatas para cada estagio (instar L1 a L3). Entretanto, ndo
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foi possivel analisar uma repeticdo do controle para lagartas de instar L2 devido a morte
prematura, provavelmente, por manuseio das lagartas. De acordo com os resultados
obtidos, ndo foram verificadas diferengas no percentual de dano foliar (Figura 22A), e no
percentual de adultos emergentes de 7. absoluta (Figura 22B), em insetos alimentando-
se de folhas da linhagem transgénica 4.4.1 em comparagdo ao controle.

Uma diferencga significativa foi observada entre os tratamentos com lagartas do
estagio L3 em comparacdo com lagartas do estagio L1 e L2, a partir do 4° dia de
alimentacdo. Apds o 6° dia, observou-se uma diferenca significativa entre os diferentes
estagios das lagartas utilizadas (L1, L2 e L3). Nos tratamentos utilizando lagartas do
estagio L3, o percentual de dano foliar causado foi maior e progrediu mais rapidamente,

chegando a 80-90% de dano foliar no 6° dia de alimentacgdo (Figura 22A).
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Figura 22: Ensaios em organismos nao-alvo com folhas destacadas de tomateiros
transgénicos (linhagem homozigota 4.4.1) e ndo-transgénicos para alimentar 7. absoluta.
(A) Percentual de dano foliar contabilizado diariamente até o oitavo dia de herbivoria de
lagartas de 7. absoluta (B) Percentual de adultos emergentes de 7. absoluta (*p < 0.05,
n=5).

5.1.8.3.2 Ensaios com T. absoluta em plantas de tomate

No ensaio com 7. absoluta interagindo com plantas de tomate transgénicas (4.4.1
homozigotas) e ndo-transgénicas, também nao foram verificadas diferencas significativas
no nimero de adultos emergentes, indicando que o siRNA produzido pelas plantas

transgénicas nao apresentou efeito negativo no ciclo de vida da traga do tomateiro (Figura

23).

67



)
g
o

X

0

= —
S

=]

©

8 50 -
S

—

)

I

Q

<

~ 9

Control Transgenic

Figura 23: Reproducdo média de 7. absoluta (6 tragas/replicata) em tomateiros

transgénicos (linhagem 4.4.1) e ndo-transgénicos (controle).

De maneira geral, os ensaios realizados com tomateiros transgénicos para analise
de efeito em organismos ndo-alvo, apesar das semelhangas nas sequencias do gene v-
ATPase de 83% e 85% para M. persicae e T. absoluta, respectivamente, ndo observamos
nenhum efeito negativo na sobrevivéncia, desenvolvimento e reproducao dos insetos. Isto
sugere que mesmo para os organismos com sequéncias similares, o silenciamento do gene
v-ATPase de B. tabaci foi especifico para a espécie-alvo. No entanto, os estudos de
biosseguranga devem ser realizados sob condigdes de campo para determinar o efeito
desta linhagem transgénica de tomate sobre um maior nimero de espécies de insetos.

No trabalho de Xia et al. (2021), também ndo observaram efeitos negativos nos
organismos nao-alvo em ensaios conduzidos com M. persicae e Tetranychus urticae
interagindo com plantas transgénicas de tomate resistentes a mosca-branca, devido a
expressao de dsSRNAs para supressao do gene BtPMaTl, que permite a neutralizagao pela
mosca-branca da agao toxica de glicosideos fenolicos produzidos pela defesa da planta.

Da mesma forma, ndo foram observados efeitos negativos para os insetos nao-
alvo, tais como o pulgdo preto (Aphis craccivora), a larva-minadora (Liriomyza sp.) € 0
parasitoide de ninfas de mosca-branca (Encarsia formosa), em plantas transgénicas de
feijdo-comum expressando siRNAs de 4A47Pase, mesma sequéncia utilizada nesse
trabalho, reforcando que o silenciamento parcial do gene, provavelmente, foi especifico

para a mosca-branca.
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5.2 Linhagens transgénicas obtidas da transformag¢do via Agrobacterium com o vetor
pCAMBIA 2300-p4-gemini

Dos explantes cotiledonares transformados com o vetor pC2300-p4-gemini, foram
obtidas duas plantas transgénicas (L1.4 e L1.5), provenientes de brotos emergidos de um
mesmo explante, necessitando realizar outras andlises para verificar se sdo provenientes
do mesmo evento de transformacdo. A presenga dos transgenes Ap4Gemini foram

confirmadas por PCR (Figura 24).
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Figura 24: Andlise de PCR de duas plantas transgénicas, obtidas de um explante
cotiledonar transformado com pC2300-p4-gemini, para confirmagdo da presenga do
transgene Ap4Gemini, utilizando um par de primers denominados 4GeminiF e 4GeminiR,
resultando na amplificagao de um fragmento especifico de 577 pb. NT sdao plantas nao-

transgénicas.

5.2.1 Andlise das progénies

Com base nas analises de PCR e no teste de Qui-quadrado, verificou que os
transgenes Ap4Gemini e nptll co-segregaram na geragao T (autopolinizagdo), ajustando-
se estreitamente a propor¢ao mendeliana de 3:1, como esperado para um locus de

integracdo (Tabela 6).

Tabela 6: Analise de segregacdo da geracdo Ti, proveniente de autopolinizagdo, de

plantas transgénicas, obtidas da transformag¢do com o vetor pC2300-p4-gemini.

Lines Positive ? Negative v pb
1.4 7 3 0,1333 0,7150
1.5 31 11 0,0317 0,8586

(a) Dados baseados em analises de PCR para deteccdo dos transgenes de Ap4Gemini e nptll.

(b) P ¢é a probabilidade que os valores observados reflitam a taxa de segregagdo 3:1 (o = 0,05).
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5.2.2 Desafio com tomateiros transgénicos transformados para expressar SiRNAs de
Ap4Gemini

A geracao T das plantas transgénicas L1.4 e L1.5 foram desafiadas para analise
de resisténcia ao virus tomato mottle leaf curl virus (TMoLCV), utilizando como vetor
biolégico a mosca-branca. Plantas nao-transgénicas também foram inoculadas
representando o controle. Apds 30 dias da inoculagdo (30-dpi) o DNA das plantas foi
extraido e analisado por PCR para detec¢ao de DNA viral e para confirmagdo da presenca
dos transgenes 4Ap4Gemini e nptll.

As duas plantas desafiadas da linhagem L1.4 foram positivas para a presenca de
ambos os transgenes (4p4Gemini e nptll) e ndo apresentaram banda para a presenga do
virus (Figura 25), permanecendo sem sintomas ap6s 30 dpi (Figura 26B).

Das oito plantas desafiadas da linhagem L1.5, seis plantas foram positivas e duas
negativas para a presenca dos transgenes (4p4Gemini e nptll). Das plantas transgénicas
da linhagem L1.5, apenas uma planta (L1.5-1), ndo apresentou sintomas (Figura 26A),
sem deteccdo de DNA viral (Figura 25).

Um total de dezoito plantas ndo-transgénicas foram inoculadas, das quais 83,3%
(15/18) das plantas foram positivas para a presenca do DNA viral e 16,7% (3/18) das
plantas ndo apresentaram banda para presenga do virus, sendo consideradas escape
(Figura 25).

As plantas transgénicas e nao-transgénicas positivas para a presenga do DNA viral
apresentaram sintomas caracteristicos da infeccao do virus TMoLCV, como mosqueado,

epinastia foliar e nanismo (Figura 26C).

Ap4Gemini

nptll

Gemini

Gemini
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Figura 25: Analises de PCR das plantas inoculadas com o virus TMoLCV, para detec¢ao
dos transgenes Ap4Gemini e nptll, nas progé€nies da geracao T das linhagens transgénicas
(L1.4 e L1.5) e para deteccdo do begomovirus 30 dias pds-inoculacdo (dpi). O vetor
pC2300-p4-gemini foi utilizado como controle positivo, € como controle negativo foram

utilizadas plantas ndo-transgénicas (wt), nao-inoculada (wt-ni) e inoculada (wt-1).

L1.5-1 (sem sintoma) L1.4-1 (sem sintoma) WT (com sintoma)

Figura 26: Plantas desafiadas com o virus TMoLCV. (A e B) Plantas transgénicas
inoculadas sem a presenga de sintomas. (C) Planta nao-transgénica inoculada,

apresentando sintomas de mosqueado, epinastia foliar e nanismo.

As plantas transgénicas (T1) que ndo apresentaram DNA viral apds 30 dpi foram
selecionadas para condugdo de novos ensaios, visando analisar o efeito da zigose dos
transgenes no silenciamento dos agentes virais. Visto que, em outros trabalhos utilizando
a estratégia de RNAi no controle de viroses, a resisténcia foi associada a homozigose
(CRUZ; ARAGAO, 2014; ARAGAO; FARIA 2009). No trabalho reportado por Cruz e
Aragdo (2014), em plantas transgénicas de feijao-caupi, possuindo RNAi quimérico para
silenciamento do gene do cofator da proteinase do virus cowpea severe mosaic virus
(CPSMV) e do gene da proteina capsidial do virus cowpea aphid-borne mosaic virus
(CABMYV), foi observada resisténcia apenas em plantas homozigotas, sendo identificado
sintomas leves em plantas heterozigotas. Em plantas transgénicas de feijao, resistentes ao
BGMV, devido ao silenciamento do gene rep, apenas plantas homozigotas eram imunes
ao virus sobre alta pressdo de inoculo viral (ARAGAQ; FARIA, 2009).

Considerando o percentual de plantas consideradas escapes, outros experimentos

serdo necessarios para validar a resisténcia/tolerancia ao agente viral do TMoLCV, sendo
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necessario também avaliar a resisténcia aos demais begomovirus utilizados na construcao
(ToSRV, TGVV e ToLDV).

Com obtencdo das plantas resistentes, ensaios com outras espécies de
begomovirus que infectam o tomateiro no Brasil, poderdo ser realizados para analise de

resisténcia multipla.

6. CONCLUSOES E PERPECTIVAS

Os resultados aqui apresentados demonstraram a geragao de plantas de tomateiro
tolerantes a mosca-branca, mediada pela estratégia de RNAi, devido ao silenciamento
parcial, com redugdo da expressao do gene v-ATPase de B. tabaci. Uma correlagao entre
a quantidade de siRNA de 44TPase e a tolerancia aos insetos foi observada. A andlise
RT-gqPCR estabeleceu a relacdo causa-efeito entre a reducao de expressao do gene
endogeno v-ATPase de B.tabaci e a mortalidade dos insetos adultos. Apesar de aparentar
ser mais eficaz no controle de insetos adultos, também foram observados maior
mortalidade nas ninfas de 2° instar e um leve atraso de desenvolvimento de ninfas do 3°
instar, que se alimentaram da linhagem transgénica. Nenhum efeito negativo foi
observado nas espécies ndo-alvo avaliadas, indicando a especificidade da estratégia
utilizada. Tais resultados, podem servir de base para a geragdo de variedades elite de
tomate resistentes & mosca-branca, uma praga devastadora de insetos para cultivos
horticolas. Outros ensaios podem ser realizados em campo, para validagdo do uso dessas
plantas tolerantes a mosca-branca como uma ferramenta adicional no manejo de pragas,
assim como, pode ser verificado o impacto do uso dessas plantas na incidéncia de viroses
transmitidas por esse inseto-vetor.

A estratégia de RNAi também foi utilizada como ferramenta para obtencdo de
plantas resistentes a multiplas begomoviroses. Das plantas inoculadas, algumas
apresentaram fenotipo de resisténcia ao TMoLCV, sem deteccdo de sintomas e de DNA
viral apds 30 dias da inoculag¢do. No entanto, novos desafios devem ser realizados para
validar a resisténcia/tolerancia ao agente viral do TMoLCV. Visto que a resisténcia pode
estar relacionada a homozigose do transgene e a carga viral utilizada, tais fatores devem
ser considerados nos proximos ensaios. Também ¢ necessario desafiar as plantas com
outros agentes virais para analise de resisténcia de amplo espectro a begomoviroses. Além
disso, ensaios de Northern blot devem ser realizados para detec¢do de moléculas de
siRNAs para confirmacao da resisténcia mediada por RNAI.
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Visto que a eficiéncia do mecanismo de RNAi ¢ dependente da quantidade de
siRNAs/dsRNAs, outros promotores podem ser estudados visando o aumento da
transcri¢do dessas moléculas, e consequentemente, aumentar a resposta de resisténcia.
Neste trabalho, utilizamos o duplo promotor 35S CaMV para controlar a expressao do
transgene AATPase e Ap4Gemini, possuindo sequéncias-alvo no sentido sense e
antisense, intercaladas pelo intron Afms-i3. Desta forma, outros vetores podem ser
desenvolvidos para analise e comparacao da eficiéncia e estabilidade do uso de outros
promotores e introns, que poderdo servir como base para outros trabalhos que envolvam

a estratégia de silenciamento génico via RNA.
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Abstract

Whitefly (Bemisia tabaci) is a polyphagous insect that causes huge damage in several horticultural crops, including tomato,
by sucking nutrients from the phloem and transmitting viruses. Whiteflies are particularly difficult to manage and the use of
chemicals remains the common practice, which causes the development of insecticidal resistance. Thus, there is considerable
interest in the introduction of resistance to whitefly by classical and molecular breeding. Here, we explored the concept of
using an RNA interference construct to silence a v-ATPase gene in whiteflies interacting with transgenic tomato plants that
express siRNA molecules corresponding to a fragment from the B. tabaci vATPase. PCR analyses revealed the presence
of both AATPase and nptil transgenes in all transgenic lines. siRNA expressing lines were challenged against whitefly and
revealed a mortality rate of 57.1% in transgenic line 4.4.1, while in the control the mortality was 7.6%. Mortality of 2nd
instar nymphs was higher on the transgenic plants and the development of 3rd instar nymphs was slightly longer than on the
control plants. Although the attraction of insects was not significantly different between treatments, the number of eggs laid
by the insects on the transgenic plants was significantly lower, compared to the controls. RT-qPCR revealed a decreased
expression level of endogenous v-ATPase gene in whiteflies feeding on transgenic plants. No unexpected effect was observed
on the non-target insects Myzus persicae or Tuta absoluta. Results presented here may form the foundation for the generation
of elite tomato varieties resistant to whitefly, a devastating insect pest.

Key message
Genetically modified tomato was generated to express a vATPase small interfering RNA. Transgenic plantswere tolerant to
whiteflies (Bemisia tabaci) and revealed no effect on Myzus persicae and Tuta absoluta.

Keywords ATPase - Insect resistance - Myzus persicae - RNAi - Transgenic plants - Tuta absoluta
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EHAT105 Elizabeth Hood Agrobacterium 105.
hpRNA Hairpin RNA.

TIAA Indole-3-acetic acid.

IBA Indole-3-butyric acid.

MEAMI Middle East Asia Minor — 1 = Biotype B.
miRNA MicroRNA.

mtCOlI Mitochondrial cytochrome oxidase I.
NPTII Neomycin Phosphotransferase II.
PVP Polyvinylpyrrolidone.

RNAi RNA interference.

siRNA Small interfering RNAs.

vATPase  Vacuolar ATPase.

Introduction

Tomato (Solanum lycopersicum) is one of the most impor-
tant vegetable plants in the world, with global production
estimated as 180 million tons (FAOSTAT 2019, http://www.
fao.org/faostat/); due to its nutritional importance as food
and source of health-promoting compounds, and to the bal-
anced mixture of minerals and antioxidants (Dorais et al.
2008). However, its production is affected by a diversity of
insect pests and diseases. Among them, whiteflies (Bemisia
tabaci) and whitefly-transmitted viruses present some of the
most important constraints worldwide.

Whitefly is recognized as a complex of cryptic spe-
cies. It is a polyphagous insect that causes huge damage
in hundreds of host species, including horticultural crops,
such as tomato, lettuce, eggplant, cauliflower, and cucum-
ber (Greathead 1986; Oliveira et al. 2001; Shah and Liu
2013). Besides sucking nutrients from the phloem, which
results in accumulation of toxic molecules leading to plant
breakdown, B. fabaci transmits several plant viruses, such
as begomoviruses (Geminiviridae), criniviruses (Clostero-
viridae), and torradoviruses (Secoviridae) (Jones 2003;
Oliveira et al. 2001; Navas-Castillo et al. 2011) and these
then cause yield losses, even with a low insect population.
In addition, whitefly excretes honeydew on the leaf surface,
which promotes its colonization by Ascomycete fungi, gen-
erally called “sooty mold”, which reduce photosynthesis
efficiency (Byrne and Bellows Junior 1991; Perring et al.
2018). Whiteflies are particularly difficult to manage, due
to their diversity, adaptability, rapid reproduction lifecy-
cle, extensive host range, and the ability to quickly select
populations resistant to insecticides, and also to transmit
several viruses. Numerous management methods have been
employed, such as biological control and agricultural prac-
tice strategies. However, the use of chemicals remains the
common practice, which causes the development of insec-
ticidal resistance. Consequently, there is considerable inter-
est in the introduction of whitefly resistance into plants by
classical and molecular breeding.

@ Springer

RNA interference (RNAi) has evolved as an important
defense mechanism in eukaryotes against viruses and trans-
posable elements (Obbard et al. 2009). In insects, RNAi
have been reported in species from Lepidoptera, Coleop-
tera, Diptera, Hemiptera, Hymenoptera, Dictyoptera, Isop-
tera and Orthoptera orders (Swevers and Smagghe 2012).
Three RNAi pathways have been identified mediated by
different small RNA molecules playing a role in defense
against viruses and transposons (via siRNA), regulating gene
expression (via miRNA) and suppression of germ-line trans-
poson expression (via piRNA) (Yan et al. 2020).

Although some insect species are insensitive to RNAi
through feeding, gene silencing is usually triggered by sup-
plying exogenous dsRNA by topical applications, such as
foliar spray, micro-injection, root dipping and seed treat-
ment, and expression of dsRNA in transgenic plants (for a
review see Yan et al. 2020). The effectiveness of RNAI as
a tool to generate transgenic crops resistant to insect pests
has been demonstrated (Baum et al. 2007; Mao et al. 2007,
Gordon and Waterhouse 2007) and is now a reality with
the development of some commercial products (Head et al.
2017).

RNAi-mediated gene silencing has been demonstrated
in whiteflies. For example, silencing of genes (Cyp315al,
Cypl8al, EcR and E75) from the ecdysone pathway through
leaf-mediated dsRNA feeding assays had a limited effect
on the survival and fecundity of adult whiteflies, while in
nymphs, gene silencing reduced survival and delayed devel-
opment (Luan et al. 2013). Raza et al. (2016) reported 70%
insect mortality in transgenic tobacco (Nicotiana tabacum)
engineered to express dsRNAs for silencing insect aquaporin
and alpha glucosidase genes. Similarly, acetylcholinester-
ase (AChE) and ecdysone receptor (EcR) genes from white-
fly were used to induce mortality of up to 90% in tobacco
(Malik et al. 2016). Thakur et al. (2014) showed mortality
of 34 to 85% among insects feeding on transgenic tobacco
leaf discs expressing a v-ATPase gene target. Experiments to
express a 370-bp fragment from the green fluorescent protein
gene (dsGFP) in transgenic tomato plants revealed its partial
non-specific degradation when ingested by the insects (Luo
et al. 2017). However, most of the degradation of dsGFP was
when it was orally co-administrated with dsRNA against
insect dsRNases. In addition, the insect mortality reached
50% over 6 days on artificial diets stacking dsRNA against
B. tabaci dsRNases, and two insect coding genes, aquaporin
(AQP1) and sucrase (SUC1) (Luo et al. 2017). Recently, Xia
et al. (2021) reported resistance in transgenic tomato plants
modified to silence the BtPMaT] gene by impairing whitefly
ability to detoxicate plant phenolic glucosides.

We have previously shown mortality of 83-98 % in
adult whiteflies and 95% reduction in the number of eggs
of whiteflies feeding on transgenic lettuce expressing
dsRNA corresponding to a vATPase gene (Ibrahim et al.
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2017). Since transmembrane ATPases are crucial for sev-
eral functions in the cell metabolism, intracellular mem-
brane transport, and their processing, and transport of
neurotransmitters, they seem to be promising candidates
for engineering RNAi-based resistance to whiteflies in
transgenic plants (Beyenbach and Wieczorek 2006; Upad-
hyay et al. 2011; Thakur et al. 2014; Ibrahim et al. 2017).
However, since vATPase genes present some similari-
ties among insect species, the effect of gene silencing on
non-target organisms might be a constraint that should be
investigated. Here we report the generation of transgenic
tomato lines engineered to express dsSRNA molecules tar-
geting a B. tabaci vATPase gene. We hypothesized that
the expression of this vATPase intron-hairpin construc-
tion would interfere in insect survival, generating tolerant
tomato plants.

Fig. 1 Molecular analyses of

transgenic lines. a Schematic a
representation of the T-DNA

region of the pC2300ATPase LB

Materials and methods
RNAIi construct

The RNAIi cassette was cut from the vector pBtAT-
PaseC3300 (Ibrahim et al. 2017) with Hind III and Eco RI
and transferred to pCambia2300, generating pC2300ATPase
(Fig. 1a), used to transform tomato. In addition, pC2300AT-
Pase has the nptll gene that confers tolerance to kanamycin,
used to select the transgenic plants. The interfering cassette
containing the v-ATPase sequence hairpin will be referred to
hereafter as AATPase (Fig. 1a). It is composed of a fragment
of 545 bp from the B. tabaci vacuolar ATP synthase cata-
lytic subunit A gene (Ibrahim et al. 2017) cloned in sense
and antisense orientations into the vector pSIU (Tinoco
et al. 2010), flanked by the intron 3 of the malate synthase
gene from Arabidopsis thaliana (Atms-i3) and driven by a
double 35 S cauliflower mosaic virus (35SCaMV) promoter
plus a leader sequence from Alfalfa mosaic virus (AMYV)
(Datla et al. 1991).
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Tomato genetic transformation

Plant genetic transformation was carried out according to
Sun et al. (2006) with modifications. Mature tomato seeds
(cv. MicroTom) were surface disinfested at 70% ethanol for
1 min and 2% sodium hypochlorite for 5 min, followed by
five rinses with autoclaved distilled water. Seeds were then
dried out on filter paper and transferred to half-strength MS
medium. Germination was carried out for a period of 6 days
under dark conditions, followed by 2 to 4 days at 16 h-pho-
toperiod at 25+2 °C. Cotyledons from germinated seedlings
were transversely cut in two halves, and the explants (distal
and proximal) were immersed in an agrobacterial suspension
for 30 min. Explants were dried out on filter paper and trans-
ferred to co-culture medium (MS medium salts, BS medium
vitamins, 200 mg/L PVP, 200 mg/L MES, 5 uM BAP, 0.1
UM IAA, 200 uM acetosyringone, 400 mg/L cysteine, 3%
sucrose, 0.6% agar, pH 5.2) with the abaxial surface fac-
ing downwards, for 48 h in the dark at 25+2 °C. After two
days, explants were transferred to MS medium supplemented
with 200 mg/L PVP, 200 mg/L MES, 2 mg/L silver nitrate,
5 uM zeatin, 0.1 uM TAA, 2% sucrose, BS medium vita-
mins, 100 mg/L Timentin, 200 mg/L cefotaxime, 50 mg/L
kanamycin and 0.6% agar, pH 5.7. After 3 to 4 weeks, the
concentration of kanamycin was reduced to 25 mg/L and the
explants were sub-cultured every 15 days, until formation of
plantlets. Emerging shoots were transferred to an elongation
medium (MS medium salts supplemented with 3% sucrose,
BS5 medium vitamins, 100 mg/L Timentin, 200 mg/L cefo-
taxime, 25 mg/L kanamycin and 0.6% agar, pH 5.7). Well-
developed and elongated shoots were transferred to a rooting
medium (MS medium salts, B5S medium vitamins, 1 mg/L
IBA, 100 mg/L Timentin, 200 mg/L cefotaxime, 25 mg/L
kanamycin and 3% sucrose, 0.6% agar, pH 5.7). With the
full development of the roots, plants were acclimated in a
greenhouse and allowed to set seeds. Agrobacterial suspen-
sion was prepared cultivating Agrobacterium tumefaciens
EHA105 on solid AB medium (Chilton et al. 1974) contain-
ing 100 mg/L rifampicin and 100 mg/L kanamycin for 2 to 3
days at 28 °C. Then bacterial culture was suspended in liquid
co-culture medium and diluted to ODg,, = 0.5.

Screening of transgenic plants

Regenerated plants were screened for the presence of the
neomycin phosphotransferase I (NPTII) using the Immu-
noStrip (Agdia, USA), according to the manufacturer’s
recommendations. DNA from leaves was isolated using a
modified version of Doyle and Doyle (1987) and amplified
by PCR analyses using the primer pairs ATPXS1 (TTC
TAGAGCTCTATCACACTATCTGAGTAC) / ATPSK1
(GGTACCACTAGTGGGAAGTTTTTATCGTAG) for the
detection of AATPase and NPTII 60 (GAGGCTATTCGG
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CTATGACTG) / NPTII 470 (TCGACAAGACCGGCTTCC
ATC) for the detection of the nptIl gene. PCR was carried
out according to Bonfim et al. (2007). The reaction was sub-
jected to 95 °C (5 min) for denaturation, and amplified by 35
cycles (95 °C for 1 min, 55 °C for 1 min, 72 °C for 2 min)
with a final elongation cycle of 7 min at 72 °C.

Progeny analysis

Seeds of the first generation (T,) of self-pollinated plants
were germinated and analyzed for the presence of AATPase
by PCR, as described. Pearson’s Chi squared (X?) was used
to determine whether the observed segregation ratio was
consistent with a Mendelian ratio of 3:1, at 95% level of
confidence. Yates’s correction factor was used when one of
the frequencies was less than 5, or when the total value of
plants evaluated was less than 20.

Analysis of siRNAs

Total RNA from tomato transgenic (in homozygosis) and
non-transgenic lines was extracted with Trizol (Invitrogen)
as recommended by the manufacturer. The siRNA analy-
sis was carried out as described by Bonfim et al. (2007).
Hybridization was performed using a DNA probe corre-
sponding to the vATPase PCR fragment amplified using the
primer pair ATPXS1/ATPSK1 labeled with a*?P dCTP and
the DecalLabel DNA Labeling Kit (Thermo Fisher Scien-
tific), according to the manufacturer’s instructions. Hybrid-
ization and post-hybridization washes were conducted as
described by Yoo et al. (2004). Oligomers (18, 25 and 39
nucleotides) were used as molecular size markers. The bands
were visualized with a fluorescent image analyzer (FLA-
3000; Fujifilm).

Whitefly mortality, development and preference
assays

Bemisia tabaci colonies have been maintained in common
beans in a screenhouse at Embrapa Arroz e Feijdo, in Santo
Antonio de Goias, Goias state, Central Brazil, for over ten
years. Care has been taken to avoid inbreeding depression
by introducing new specimens regularly into the colony.
The whitefly population in our colony was identified as B.
tabaci MEAM1 (=biotype B) and it has been monitored by
sequencing the mitochondrial cytochrome oxidase I (mtCOI)
gene.

Whitefly mortality was evaluated on 4-week-old plants
from the following transgenic tomato lines: 4.4.1, 6.8.4,9.2
and control (non-transgenic plants). Three plants of each line
were submitted to whitefly oviposition for 2 h. After that,
the adult whiteflies were removed and plants were isolated in
individual cages (68 cm x 27 cm x 27 cm) in the greenhouse.
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Insects developed from eggs into adults, and adult mortal-
ity was registered after 5 to 7 days. Plants were placed over
a black plastic canvas, so dead insects were easily found
inside the cage. On the seventh day, the number of living
and dead insects was counted, as the insects were removed
from the cages using an insect aspirator. Then, the number
of empty pupa cases on the leaves was counted under ster-
eomicroscope. To calculate the percentage of mortality, the
number of empty pupa cases was used as the total number of
adult insects in each replicate. This experiment was repeated
twice.

Insect development from egg to adult was evaluated on
10 individual eggs per plant on tomato line 4.4.1 and the
control (non-transgenic plants), with 5-8 replicates. For that,
4-week-old plants were exposed to whitefly oviposition for
1 h, the adults were removed. When the 1st instar nymphs
became sessile, their spots on the leaf were circled and num-
bered using a permanent marker, taking care not to damage
the plant or the insect. Plants were maintained at 25 + 1°C,
with 70-80 % relative humidity and 16 h/8 h light/dark con-
ditions. The nymphal stage of each individual was recorded
daily, until adult emergence, using a stereomicroscope. Mor-
tality in each stage was also recorded.

A free-choice experiment was carried out to evaluate
preference and attraction of adult whiteflies to the transgenic
tomato lines. For that, 4-week-old plants of the line 4.4.1 and
control plants (10 replicates per treatment) were intercalated
in a circle, in a whitefly-free screenhouse and then, 300 adult
insects were released in the center of the circle. After 48 h,
the number of adults in each plant was counted, by carefully
looking at the leaves. After five days, the number of eggs per
plant was counted using a stereomicroscope.

Quantitative real-time PCR

The transcription level of the endogenous v-ATPase gene
in B. tabaci interacting with transgenic line 4.4.1 and non-
transgenic tomato leaves was determined by quantitative
reverse transcription. RNA isolation and RT-qPCR were
performed as described by Andrade et al. (2016). White-
flies were released into bioassay systems containing tomato
plants as described above for the whitefly mortality assays.
After 48 h, total RNA was extracted from 150 surviving
insects per replicate, of which 200 ng from each of the sam-
ples was used to synthesize cDNA using Promega GoScript
Reverse Transcription System (Promega) as recommended
by the manufacturer. Reactions were performed using the
StepOnePlus Real-Time PCR System (Thermo Fisher Sci-
entific) with SYBR-green detection. The primers for the
endogenous vVATPase (GGTGGAGACTTGTACGGTATTG
and TGACAGTACCTTTGGCTTTAGG) and actin (GAC
CAGCCAAGTCCAAACGA and CCTTTGTGGTAGAGG
TCTCAGTT) genes were designed using the PrimerQuest

Tool (IDT Integrated DNA Technologies, Inc.). The relative
vATPase transcription levels in different RNA samples were
normalized with respect to the internal standard actin gene.
Triplicate quantitative assays were performed from three
biological samples. The relative level of the expression was
calculated using the Livak method (Livak and Schmittgen
2001).

Effect on non-target organisms

In order to determine whether the transgenic tomato plants
present negative effects on non-target insects that interact
with tomato plants, two assays were carried out: the first
one with Myzus persicae (Hemiptera: Aphidae), which has
the same feeding habit as the whitefly, and the second with
Tuta absoluta (Lepidoptera: Gelechiidae).

M. persicae fourth instar nymphs were transferred to
tomato plants (50 insects per plant), and aphid numbers were
counted after seven days of feeding. Plants were maintained
at 25 + 2°C, with 70-90 % relative humidity, under green-
house conditions without additional illumination. Six trans-
genic and non-transgenic plants were used. M. persicae were
collected from naturally occurring colonies on weed plants,
and kept on tomato plants until used for these experiments.

Tuta absoluta (three L1 to L3 instar caterpillars per leaf)
were transferred to five leaves detached from transgenic and
non-transgenic tomato plants maintained in two-compart-
ment Petri dishes. After 27 days, the number of emerging
adults was recorded, expressed as the percentage of nor-
mal adults related to the total number of caterpillars. Insect
colonies were obtained from tomato plants cultivated under
greenhouse conditions at Embrapa Hortali¢as (Brasilia, DF).

Statistical analysis

The experiments were carried out in a completely rand-
omized design. Data were analyzed by one-way ANOVA.
Percentage data were transformed by arcsine square root
before analysis. Levene’s test was applied to check for the
homogeneity of variance. Mean comparisons were per-
formed by Dunnett’s test, as implemented in GraphPad
Prism 6.0 software. Mortality of B. tabaci nymphs devel-
oped on the tomato transgenic line was compared to the con-
trol line using a chi-square test (p<0.05), for each nymphal
stage. The Shapiro-Wilk normality test was conducted to test
for the normality of data and when data was not in a normal
distribution, a non-parametric Wilcoxon rank sum test with
continuity correction was applied for mean comparisons.
The mean number of adults sitting on the plants and eggs
laid, in the attraction and preference assays with B. tabaci,
was compared between treatments using the t test (p<0.05).
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Results

To determine the effectiveness of siRNA to produce tomato
plants tolerant to whitefly by silencing vATPase, nine inde-
pendent transgenic lines were generated with the pC2300AT-
Pase vector, containing the intron-spliced hpRNA interfer-
ing cassette (AATPase) (Fig. 1a). PCR analyses revealed the
presence of both AATPase and nptll transgenes in all trans-
genic lines (Fig. 1b). Progenies were analyzed for the pres-
ence of the neomycin phosphotransferase II protein (NPT
II) using the immunochromatographic method (Fig. 1c). A
strong signal was observed in lines 6.8.4, 6.10.3, 9.8 and 8.9.
However, lines 10.20 and 4.12.1 presented a weak signal,
while no NPT II band was observed for lines 4.4, 9.2, 10.5
and non-transgenic plants (control) (Fig. 1c).

Except for the line 6.10.3, primary transformants (T,)
were cultivated in the greenhouse and presented normal
phenology and phenotype (plant height, number of leaves,
number of branches and number of flowers and fruits). Line
6.10.3 presented several fruits without seeds and a signifi-
cantly lower number of seeds per fruit (average of 1.3 seeds/
fruit) when compared to the other transgenic lines and con-
trol plants (average of 27.9 seeds/fruit). Line 6.10.3 was not
used for further studies.

Based on the PCR analyses, the chi-squared test revealed
that both AATPase and nptll transgenes co-segregated in the
T, generation (self-pollinated), closely fitting the Mendelian
ratio of 3:1, as expected for one integration locus (Table 1).

Northern analyses were carried out to detect the AATPase
siRNA in leaves from phenotypically normal lines of trans-
genic and non-transgenic tomato. Results revealed the pres-
ence of siRNA bands of expected size range for transgenic
lines 4.4.1, 6.8.4, 9.2, 10.20, 8.9, 10.5, and 4.12.1. Lines
4.4.1, 6.8.4 and 9.2, which presented strong, intermediate

Table 1 Segregation analysis of self-pollinated transgenic plants in
the T, generation

Lines Positive® Negative x* pb
4.4.1 15 5 0.00 1
6.8.4 16 4 0.47 0.61
9.2 7 2 0.26 0.85
9.8 7 5 1.44 0.18
10.20 14 8 1.52 0.22
8.9 23 11 0.98 0.32
10.5 7 5 1.44 0.18
4.12.1 15 4 0.34 0.69
6.10.3 12 2 1.23 0.35

®Data are based on PCR analyses for the AATPase and nptll
transgenes

®P is the probability that the observed ratios reflect the segregation
ratio of 3:1
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and weak signals, respectively (Fig. 2), were used for the
mortality assays. No signal was observed in non-transgenic
plants. No direct correlation was observed between nptll
gene expression (Fig. 1c) and AATPase expression (amounts
of siRNA) (Fig. 2).

Line 4.4.1, which presented higher siRNA amounts in
the Northern analyses, was chosen for the whitefly feed-
ing experiments. Lines 6.8.4 and 9.2, which presented
weaker signals, were also chosen as an attempt to establish
the cause-effect relationship between insect tolerance and
amounts of siRNA produced by the host. Tomato plants were
challenged with newly emerged adult whiteflies and their
mortality recorded after five to seven days (Fig. 3a). The
results revealed that whiteflies that were fed on the trans-
genic line 4.4.1 presented statistically significant higher
mortality rate (57.1%), when compared to insects fed on
lines 6.8.4 (23.5% mortality), 9.2 (27.5% mortality), and
non-transgenic control (7.6% mortality) plants (P<0.05)
(Fig. 3a). Quantitative real-time PCR was carried out to
quantify the transcription level of the endogenous v-ATPase
gene in B. tabaci feeding on the transgenic tomato leaves
from line 4.4.1. The results showed that vATPase expression
was significantly lower (by 50.2%; P<0.05) in insects inter-
acting with the transgenic plants, when compared to the level
observed in insects interacting with non-transgenic plants
(Fig. 3b). Insect developmental time on tomato line 4.4.1
was similar to that on the non-transgenic control plants,
except for the 3rd instar, which was significantly longer on
the transgenic plant (P<0.05) (Fig. 3c), suggesting a slight
delay in their nymphal stage development. Insect mortality
was significantly higher on the transgenic line 4.4.1 than on
the control plants only for the 2nd instar (Table 2). In the
preference assay, the number of adult insects per plant did
not differ between treatments. However, the number of eggs
per plant was significantly lower in the transgenic plants
(Table 3).

Y
N
A\
q

Loading
control

Fig.2 Northern blot analysis for detection of the small interfering
vATPase siRNA isolated from transgenic tomato lines. SYBR Safe-
stained RNA serves as loading control. NT non-transgenic line
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Table 2 Insect mortality by
nymphal stage on tomato line

4.4.1, compared to the control Tomato line/Nymphal stage

Number of dead nymphs / total number of nymphs (% mortality)

1st instar 2nd instar 3rd instar 4th instar

tomato plants
44.1

Control
Chi-square analysis (p<0.05)

2/90 (2.2%)
3/38 (7.9%)
N.S.

15/90 (16.7%)
0/38 (0%)
#p=0.00739

3/90 (3.3%)
3/38 (7.9%)
N.S.

1/90 (1.1%)
0/38 (0%)
N.S.

* Significantly different (p<0.05)
N.S. Non-significant

Table 3 Attraction and oviposition preference of adult whiteflies on
tomato lines in a free-choice experiment, expressed as the number of
adult whiteflies sitting on tomato lines and the number of eggs laid on
the plants after 48 h

Average number of adult insects ~ Tomato line

or eggs per plant (+ st error)

44.1 Control
Adults 2 (+0.8) 39 (x1.4)
Eggs 22.75 (£11.4)* 154.5 (+61.8)

*Means are significantly different (n=10, p<0.05)

Due to the similarities in vATPase gene sequences among
insects, two insect species [M. persicae (Hemiptera: Aphi-
dae) and T. absoluta (Lepidoptera: Gelechiidae)], which
closely interact with tomato leaves, were chosen for a non-
target assay. Results showed no difference in the progeny
number of M. persicae and percentage of emerging adults
of T. absoluta after feeding on transgenic line 4.4.1 (Fig. 4),
as compared to the insects that fed on the non-transgenic
plants. The results suggest that the siRNA produced by the
expression of the AATPase transgene did not significantly
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Fig.4 Non-target assays using a b
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impair the expression of endogenous ATPase coding genes
in M. persicae and T. absoluta.

Discussion

Whiteflies are among the most important insect pests that
impair the production of vegetable crops worldwide, espe-
cially in tropical regions, where their control is even more
challenging. In high-incidence regions, their control is
essentially based on the use of insecticides, with partial effi-
cacy, negative environmental effects, reduction of abundance
and diversity of natural enemies, and selection of pesticide-
resistant whitefly populations. Thus, the best way to manage
this pest in the field is to develop plant genetic resistance or
tolerance. The concept of using RNA interference (RNA1)
constructs to silence key genes in insect pests promotes the
development of novel approaches toward plant protection in
a sustainable way (Yan et al. 2020).

Several target genes have been proposed for engineering
insect resistance in plants using plant-mediated RNAL strat-
egies. vATPase coding genes are among the most promis-
ing targets for gene silencing, which has been applied to
some model plants and commercial crops (Yan et al. 2020;
Liu et al. 2020; Ibrahim et al. 2017). In the present study,
we showed that the expression of siRNA corresponding to
sequences of a vATPase gene from B. tabaci conferred tol-
erance to this insect pest in genetically modified tomato. In
addition, a significant reduction in endogenous gene expres-
sion was observed, revealed by RT-qPCR analysis, associ-
ated with 57% mortality in adult insects. Previously, we had
expressed vATPase siRNA in lettuce plants and observed
whitefly adult mortality between 83.8 and 98.1% within 5
days of feeding on transgenic plants (Ibrahim et al. 2017).
Although the percentage of insect mortality was lower, our
present results with this tomato line suggest a reasonable
level of tolerance to the target insect pest, which might rep-
resent a promising tool to be used along with other manage-
ment strategies. Baum et al. (2007) demonstrated that vAT-
PaseA dsRNA supplied in an artificial diet, and expressed in
transgenic maize, triggered RNA interference in Diabrotica
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virgifera, resulting in larval stunting and mortality. Thakur
et al. (2014) reported a 34 to 85% mortality among whiteflies
feeding on leaf discs from transgenic tobacco expressing
siRNA from a v-ATPase. Our results showed higher mortal-
ity of 2nd instar nymphs and a slight delay in the develop-
ment of 3rd instar nymphs feeding on the tomato line 4.4.1,
suggesting that the development of 2nd and 3rd instars was
impaired by the transgenic line. Additionally, although the
attraction of insects was not significantly different between
treatments, the number of eggs laid by the insects on the
transgenic plants was significantly lower, corroborating the
results obtained with the lettuce transgenic plants carrying
the same RNAIi construct as we used in the present work
(Ibrahim et al. 2017). In phloem feeders, host plant selection
starts with olfactory cues, meaning that the insects assess
the suitability of a host plant mainly by the plant volatiles
(Powell et al. 2006). Our data shows that the number of
adults settling on the transgenic plants did not differ from
the conventional control plants, suggesting that the volatiles
produced by both plants might be similar. However, other
works have shown that even when the attraction of adults
does not change among different treatments, a reduction
in the oviposition might occur (Jiao et al. 2012; Li et al.
2017), suggesting that attraction of adults and preference
for oviposition are not necessarily correlated. The host plant
selection for oviposition by insects might be affected by dif-
ferences in nutritional and defensive chemistry (Bernays
and Chapman, 1994), such as the amount of wax on the
leaves, presence of trichomes and glucosinolate, salicylic
acid accumulation or the contents of nitrogen, carbohydrate,
and phenolic compounds or chlorophyl, for example (Ori-
ani and Vendramim, 2010; Jiao et al. 2012; Moshitzky and
Morin, 2014; Ueda et al. 2019; Jafarbeigi et al. 2020; Abbasi
et al. 2020). Moreover, treating plants with chemicals, such
as essential oils, amino acids or insecticides, for example,
can potentially reduce the preference of whiteflies for ovi-
position (Prabhaker et al. 1999; Hammad et al. 2001; Baldin
et al. 2007; Yang et al. 2010), suggesting that oviposition
might be reduced when the females perceive a potential haz-
ard to the progeny (Moshitzky and Morin, 2014), or in other
words, oviposition preference correlates with host suitability
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for their offspring performance (preference—performance
hypothesis) (Jaenike, 1978). Therefore, several factors might
lead to a reduction in insect oviposition, and so we cannot
rule out the potential effect of silencing a gene involved in
many cellular processes, as the vATPase. Further research
will be conducted in the future to investigate this hypothesis.

Luo et al. (2017) have shown that transgenic tomato
plants engineered to express a dsRNA 370-bp fragment
from the green fluorescent protein gene (dsGFP) was par-
tially degraded when ingested by B. tabaci. In addition, they
demonstrated that most of the dsGFP degradation was sup-
pressed when it was orally co-administrated with dSRNA
targeting insect dsRNases. Although the co-suppression
of insect RNases genes could prevent the degradation of
dsRNA for target genes, high levels of silencing could be
achieved by higher expression levels of the intron-hairpin
constructs (Luan et al. 2013, Thakur et al. 2014, Raza et al.
2016, Malik et al. 2016, Ibrahim et al. 2017 and Xia et al.
2021).

Since vATPase sequences share up to 83% nucleotide-
sequence identities among insect pest and beneficial insect
genomes, negative effects on the life cycle of non-target
insect species may occur (Lundgren and Duan 2013). It may
not be a problem in pest management (Yan et al. 2020) but it
could affect the commercial approval of genetically modified
crops. We tested transgenic tomatoes against two non-target
insects, M. persicae and T. absoluta, which closely interact
with tomato leaves. Despite similarities in the vATPase gene
sequences of 83% and 85% for M. persicae and T. absoluta,
respectively, we observed no negative effect on insect repro-
duction, survival and development. However, although the
draft genome assembly of T. absoluta (Tabuloc et al. 2019)
is available, only a few incomplete ATPase sequences are
currently available in the NCBI GenBank. In silico compari-
son with M. persicae using the si-Fi Software (Liick et al.
2019) revealed just a few putative sequences presenting
potential similarity for an unexpected gene silencing effect
on this non-target insect species. Nevertheless, biosafety
studies should be further carried out under field conditions
to determine the effect of this tomato transgenic line on a
greater number of insect species.

Although a correlation between siRNA amounts found
in tomato leaves and tolerance has been established, no cor-
relation was observed between the expression of the nptl]
selective gene and the AATPase transgenes. Similarly, in
the transgenic common bean engineered to express dSRNA
targeting the rep gene from Bean golden mosaic virus, no
correlation was found between the amount of rep siRNA and
the ahas gene expression, used for selection of transformed
plants (Aragao et al. 2013).

RNAI efficiency is dependent on the siRNA (or dsRNA)
dose (Vogel et al. 2019). In this study, the double 35 S
CaMV promoter was used to control AATPase. Better

promoters might be identified to promote higher levels of
transcription and consequently greater amounts of dSRNA
into tomato leaves.

Collectively, the results presented here demonstrated the
generation of whitefly-tolerant tomato plants mediated by
the RNAI strategy. A correlation between the amount of
siRNA vATPase and the insect tolerance was observed for
the transgenic line 4.4.1. RT-qPCR analysis established the
cause-effect relationship between silencing of the endog-
enous BtvATPase gene and adult mortality. Results presented
here may form the foundation for the generation of elite
tomato varieties resistant to whitefly, a devastating insect
pest for horticultural crops.
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Common bean (Phaseolus vulgaris L.) is a staple food in Brazil with both
nutritional and socioeconomic importance. As an orphan crop, it has not
received as much research attention as the commodity crops. Crop losses
are strongly related to virus diseases transmitted by the whitefly Bemisia
tabaci, one of the most important agricultural pests in the world. The main
method of managing whitefly-transmitted viruses has been the application
of insecticides to reduce vector populations. Compared to chemical vector
control, a more sustainable strategy for managing insect-borne viruses is
the development of resistant/tolerant cultivars. RNA interference has been
applied to develop plant lines resistant to the whitefly in other species, such as
tomato, lettuce and tobacco. Still, no whitefly-resistant plant has been made
commercially available to date. Common bean is a recalcitrant species to in
vitro regeneration; therefore, stable genetic transformation of this plant has
been achieved only at low frequencies (<1%) using particle bombardment.
In the present work, two transgenic common bean lines were obtained with
an intron-hairpin construct to induce post-transcriptional gene silencing
against the B. tabaci vATPase (Bt-vATPase) gene, with stable expression of
siRNA. Northern blot analysis revealed the presence of bands of expected size
for siRNA in leaf samples of the line Bt-22.5, while in the other line (11.5),
the amount of siRNA produced was significantly smaller. Bioassays were
conducted with both lines, but only the line Bt-22.5 was associated with
significant mortality of adult insects (97% when insects were fed on detached
leaves and 59% on the whole plant). The expression of the Bt-vATPase gene
was 50% lower (p<0.05) in insects that fed on the transgenic line Bt-22.5,
when compared to non-transgenic controls. The transgenic line did not affect
the virus transmission ability of the insects. Moreover, no effect was observed
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on the reproduction of non-target organisms, such as the black aphid Aphis
craccivora, the leafminer Liriomyza sp. and the whitefly parasitoid Encarsia
formosa. The results presented here serve as a basis for the development of
whitefly-tolerant transgenic elite common bean cultivars, with potential to
contribute to the management of the whitefly and virus diseases.

KEYWORDS

dry bean, Bemisia tabaci, RNA interference, insect pest management, vATPase

Introduction

The whitefly Bemisia tabaci (Genn.; Hemiptera: Aleyrodidae)
biotype MEAM1 is currently considered one of the most
important crop pests worldwide, for several reasons, including its
wide geographic distribution, in all continents, strong
performance as a vector of plant viruses and ability to colonize
several plant families. Moreover, this insect presents high
adaptability to different environments and rapid selection of
insecticide-resistant populations. Whiteflies are a threat to food
security, especially for developing countries (De Barro et al,
2011). As a generalist insect, B. tabaci feeds on a wide range of
host plants, including common beans, cotton, tomatoes and
soybeans. For those reasons, in countries with a tropical climate,
B. tabaci can be found in both cultivated areas and native
vegetation throughout the year, placing this insect among the ten
most invasive pests in the world (Chen et al., 2016). In addition to
the direct constraint caused by feeding on the plant, the whitefly
is responsible for the transmission of several plant viruses, which
is considered the main damage associated with this insect in
agricultural crops. B. tabaci is the exclusive vector of viruses from
the genus Begomovirus.

Common bean (Phaseolus vulgaris L.) is a staple food in Brazil
with nutritional and food security importance, as a relevant source
of protein. It is also a crop of substantial impact on the Brazilian
agribusiness, because it is produced in all regions of the country,
in three cropping seasons per year, with a diversified use of
technology. The majority of the common bean production in
Brazil is carried out in small-holder farmers, providing
employment and income to family producers. On the other hand,
the crop is also produced by industrial farmers, in larger areas,
with supplementary irrigation mainly in the Central Brazil
growing area.

One of the main challenges of the crop is the high incidence
of virus diseases, the most important ones transmitted by B. tabaci.
Losses of up to 100% have been reported due to damages
associated with the Begomovirus bean golden mosaic virus
(BGMYV; Souza et al., 2016). In addition to this virus, the whitefly
transmits other viruses to common beans and soybeans, such as
the Carlavirus cowpea mild mottle virus (CPMMV) and a recently
reported Cytorhabdovirus (Alves-Freitas et al., 2019; Pinheiro-
Lima et al,, 2020). Currently, the main method of managing
whitefly-transmitted viruses has been the intensive use of
insecticides to reduce the vector population. However, the intense
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use of the same insecticide molecules, often not associated with
other management techniques, has rapidly reduced the efficacy of
insecticides and selected whitefly populations resistant to the
majority of the active ingredients on the market, thus limiting the
efficiency of chemical control. In recent years, there are no records
of new insecticides to control this pest, which indicates a limitation
in the development of new synthetic molecules. Furthermore, the
excessive use of synthetic pesticides poses a risk to human health
and to the environment, in addition to increasing production
costs. It is not difficult to find reports of 20 applications per
common bean crop season for the management of this insect pest
(Souza et al., 2016).

A more sustainable strategy for pest management is the
development of pest resistant/tolerant plant cultivars. Strategies
for the development of commercial cultivars resistant/tolerant to
whitefly-transmitted viruses have been developed, for example,
the transgenic common bean cultivar BRS FC401 RMD, which is
resistant to BGMYV (Bonfim et al., 2007; Faria et al., 2016; Souza
et al, 2016) and the tomato cultivar BRS Sena, tolerant to
2014).
considering the plasticity of the “virus transmission ability”

Bemogoviruses (Quezado-Duval et al, However,
phenotype of B. tabaci, as well as its high adaptation to a wide
range of environments and hosts, plant breeding for resistance to
plant virus may contribute to the virus disease management, but
not to the management of other viruses transmitted by this insect
vector. As an efficient vector of plant viruses, even a single adult
whitefly is capable of carrying and transmitting different species
of viruses, acquired from mixed-infected plants.

Although there is no commercially available whitefly-resistant
plant line yet, some reports show the development of whitefly-
resistant plants by stable genetic transformation, such as tomato,
tobacco and lettuce (Ibrahim et al., 2017; Pizetta et al., 2021; Xia
etal, 2021), but not common beans. Our team has developed the
first transgenic common bean cultivar in the world, resistant to
BGMY, which has recently been made commercially available.
Although some common bean cultivars have been reported to
present tolerance to the whitefly through antixenosis (Silva et al.,
2014, 2019; Hoshino et al., 2017; Jesus et al, 2021), using
interfering RNA (RNAI) to silence important genes in the insect
is also a promising strategy, because it can be more specific to the
target insect and generally leads to high mortality. Silencing the
insect vATPase gene (Bt-vATPase), using RNAi in Hemipteran
insects has proven to reduce survival and to interfere in the
development of juvenile tabaci

stages, including B.
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(Thakur et al., 2014; Ibrahim et al., 2017). The ATPase enzyme is
part of the family of ATP-dependent proton pumps located in a
variety of eukaryotic cell membranes. It is responsible for
controlling pH in intracellular compartments and its activity
affects several cellular processes, such as intracellular membrane
transport, processing and transport of neurotransmitters, as well
as regulating the entry of viruses and microorganisms. Here
we report the development of the first transgenic common bean
line with tolerance to the whitefly B. tabaci, by silencing the insect
vATPase gene, using RNAi. We generated two transgenic lines and
one of them was tolerant to the whitefly, causing significant
mortality of adult insects. The next step will be to transfer the
transgene to elite common bean lines for possible commercial use
by farmers after biosafety studies.

Materials and methods
Insect colonies

The whiteflies Bemisia tabaci MEAM1 biotype used in the
experiments were originated from a colony on common bean
(P. vulgaris, cv. Pérola), kept under screenhouse conditions, at
Embrapa Arroz e Feijao, Santo Antonio de Goids, GO, Brazil (16°
28" 00” S, 49° 17° 00” W; 823 m asl), as previously described
(Pizetta et al., 2021). To obtain age-synchronized adult insects,
plants containing whitefly eggs laid for 2h were isolated in insect
cages, after removing the adults, until reaching the fourth larval
instar. Adult insects used in the mortality experiments were
collected 1 day after the onset of adult emergence.

A colony of the black aphid Aphis craccivora was obtained
from bean plants collected at Embrapa Arroz e Feijao and
maintained on common bean plants isolated in insect cages. The
whitefly parasitoid Encarsia formosa was obtained from a colony
maintained on whitefly nymphs fed on kale (Brassica
oleracea) plants.

Genetic transformation

A partial sequence of 647 bp from the B. tabaci v-ATPase gene
was cloned in sense and antisense orientations in the vector pSIU
(Tinoco et al, 2010) generating pBtATPase, as previously
described (Ibrahim et al., 2017), for genetic transformation of the
common bean (Supplementary Figure S1). The ATPase
interference cassette is under the control of the doubled 35SCaMV
promoter with an enhancer sequence from the alfalfa mosaic virus
(dCaMV35S) and the terminator is that of the nopaline synthase
gene (nos). The selection gene used was the Atahas, with the
complete promoter and terminator from Arabidopsis thaliana,
conferring tolerance to the herbicide imazapyr. The RNAi
construct will be referred to as AATPase from now on.

Genetic transformation of the common bean cultivar Olathe
Pinto was performed as described (Aragio et al., 1996; Bonfim

Frontiers in Plant Science

03

10.3389/fpls.2022.984804

et al, 2007). Briefly, common bean seeds were surface
disinfested in 70% ethanol (V/V) for 1min, followed by
immersion in 2.5% sodium hypochlorite for 10 min. Soon after,
three washes were performed using sterile water. After the last
wash, the seeds were soaked in sterile water for approximately
18h. After this period, the seed embryonic axis was excised and
their apical meristems exposed after the removal of the
primordia of the primary leaves (plumule), with the aid of a
stereoscopic microscope. Then, they were placed in sterile Petri
dishes (60x15mm) containing MS medium amended with
phytagel, with the apical meristem facing the center of the dish.
Particle bombardment of DNA was performed using a particle
accelerator as described by Sanford (1990), Klein et al. (1992).
Embryos were transferred to plant tissue culture containers with
selective culture medium containing 6-benzylaminopurine
(BAP; 10 mg/l) and imazapyr (80 nm), which were kept in a
growth chamber at 24°C and 16 h photoperiod. The explants
that developed and were positive for the presence of Atahas
gene by PCR were transferred to a container with sterile
substrate, covered by a plastic bag that was gradually removed
so that the explants could acclimate to the environment.
After this process, they were transferred to pots with soil
and fertilizer and kept in a greenhouse to complete the
development and for PCR analysis. For that, DNA was
isolated from leaf tissues as described (Dellaporta et al., 1983)
and amplified by PCR with the following pair of primers:
AHASP124F 5’ACTAGAGATTCCAGCGTCAC3" and AHAS500CR
5"GTGGCTATACAGATACCTGG3" for the detection of the
selection gene Atahas. Thermal cycling conditions were
denaturation at 95°C for 15 min followed by 35 cycles of 94°C
for 1 min, 56°C for 1 min, 72°C for 1 min, and 60°C for 30 min.

Progeny analysis

Segregation ratio was evaluated at the second and third
generations (T, and T;) of self-pollinated transformed plants,
analyzing the presence of the AATPase by PCR, as described.
Pearson’s Chi squared (%) was used to determine whether the
observed segregation ratio was consistent with a Mendelian ratio
of 3:1, at 95% level of confidence. Homozygous plants were used
for the reported bioassays.

Production of AATPase siRNAs

Leaf samples from 10-day-old plants were collected in
liquid nitrogen for total RNA isolation, using Trizol
(Invitrogen), as recommended by the manufacturer.
Non-transgenic plants with the same genetic background (cv.
Olathe pinto) and the same age were used as controls. SIRNA
analysis was performed as described (Bonfim et al., 2007;
Pizetta et al., 2021), using a DNA probe corresponding to the

vATPase PCR fragment, which was amplified using the primer
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pair ATPXS1 (TTCTAGAGCTCTATCACACTATCTGAGT
AC)/ATPSK1(GGTACCACTAGTGGGAAGTTTTTATCGTAG)
labeled with o’’P dCTP and the DecaLabel DNA Labeling Kit
(Thermo Fisher Scientific), according to the manufacturer’s
instructions. The bands were visualized with a fluorescent
image analyzer (FLA-3000; Fujifilm).

Whitefly mortality assays

Two sets of bioassays were conducted for each common bean
transgenic line, the first one using detached leaves and the other
with the whole plant. To keep the detached leaves during the
experiments, a bioassay system was developed using 50 ml Falcon
tubes, containing 1.5ml microtubes fixed to the bottom
(Figure 1A). The detached leaves were accommodated with the
petioles inside the microtubes containing water (Figures 1B,C)
and the system was covered with voile fabric. Each replicate
consisted of one detached leaf from an individual transgenic or
non-transgenic plant (n=15) and 20 two-day-old adult insects
carefully collected from the colony with the aid of 15ml Falcon
tubes with one end opened (Figure 1D). The evaluations were
carried out 5days after the assembly of the assay, counting the
number of live and dead adults on the leaves (Figure 1E), with the

10.3389/fpls.2022.984804

aid of an insect aspirator. This bioassay was repeated twice for each
transgenic line.

For the experiments with whole plants, transgenic and
non-transgenic plants (n=10) with the primary leaves fully
expanded were submitted to whitefly oviposition for 1h. After
that, adult insects were removed from the leaves and plants were
kept on a growth chamber (25°C and 16h:8h light/dark
photoperiod) during the insect development from egg to adult, for
about 20 days. When the insects reach the fourth instar, plants
were isolated in individual cages, made of plastic cups covered
with voile fabric, to avoid the scape of adult insects (Figures 1EG).
7 days after adult emergence, the numbers of live and dead adults
and empty pupae were counted on each plant.

Gene silencing in insects

The expression levels of the vATPase gene in B. tabaci feeding
on transgenic (T; generation; line Bt-22.5) and non-transgenic
common beans were determined by qRT-PCR. About 150
two-day-old adult insects were transferred to transgenic and
non-transgenic plants (n=3) isolated in individual cages. After
48h, insects were collected using an insect aspirator coupled to
microtubes, which were immediately placed on liquid nitrogen.

FIGURE 1

greenhouse for the experiment during the common bean cycle.

Whitefly mortality and preference assays. (A) Bioassay system developed to conduct the insect mortality assays with detached leaves of the
transgenic common bean lines, with voile fabric covering the upper part of the tube; (B) Plant leaf being inserted into the bioassay system;

(C) Microtube used to place water and maintain the leaf for the period of the evaluations; (D) Release of adult insects inside the Falcon tube;

(E) Close-up photo of dead insect on GM bean leaf; (F) Plastic cup cage to isolate the plants; (G) Plants in the growth chamber for the whole-plant
experiment; (H) Transgenic and non-transgenic common bean plants randomly distributed in a circle under a large voile cage, where insects were
released in the center, for the preference assays and (l) Transgenic and non-transgenic common bean plants distributed in blocks in the
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Total RNA was isolated from ~150 adult insects/replicate, and
200ng of RNA from each sample were used to synthesize the
cDNA with the Promega GoScript Reverse Transcription System
kit, according to manufacturer’ instructions. PCR reactions were
performed using the Step OnePlus real-time PCR system (Thermo
Fisher Scientific) with SYBRGreen detection. Primers for the
vATPase and actin genes were designed using the PrimerQuest
tool (IDT Integrated DNA Technologies, Inc.), as described
(Pizetta et al., 2021). The relative levels of vATPase transcription
in the different RNA samples were normalized in relation to the
actin gene, an internal standard. Quantitative assays were
performed using three biological samples. The relative level of
expression was calculated using the Livak method (Livak and
Schmittgen, 2001).

Preference and oviposition assays

Pots with transgenic or non-transgenic plants (n=>5) were
placed inside a large voile fabric cage (1.5mLx 1.5mW x 1.5mH),
in a circle, randomly distributed (Figure 1H). In the center of the
cage, 400 adult whiteflies were released. The number of adult
insects sitting on the primary leaves of the plants was counted 48 h
later, using a small mirror to prevent the insects from leaving the
plants due to the movement of the foliage. After counting the
number of adults, one leave of each plant was removed and taken
to the laboratory for egg counting under a stereoscopic microscope.

Effect of the transgenic common bean
line on virus transmission by the whitefly

To evaluate the potential effect of silencing the vATPase gene
in the whitefly on virus transmission by the insect, we conducted
transmission assays with two economic important viruses of
common beans: cowpea mild mottle virus (CPMMV), which has
a mild effect on common beans, and bean golden mosaic virus
(BGMYV), which cause a severe mosaic and stunting on susceptible
plants. Common bean plants cv. BRS Pérola, susceptible to both
viruses, were used as the inoculum source. After an acquisition
period of 24h, viruliferous whiteflies were transferred to two
individual cages, one of them containing a common bean plant
from line Bt-22.5 and the other one containing a non-transgenic
common bean Olathe plant. Insects were kept on these two
treatments for 48 h. After that, 100 insects were transferred from
each treatment to larger cages, containing 30 recipient plants
(Olathe Pinto, non-transgenic) for a 24h inoculation period.
Then, all adult insects were manually removed from the plants,
using an insect aspirator, and plants which were kept in cages for
25days, for virus infection evaluation. Virus incidence was
assessed by visual symptoms, using a 1-4 scoring scale, in which
1=no symptom, 2 =light symptoms, 3=moderate symptoms and
4=strong symptoms (Arias et al., 2015). Virus detection was
analyzed on symptomatic and asymptomatic plants (n=12)
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by PCR and RT-PCR, using the primers CPMMV-F
5’ACGTCTCGAGCTGGAGTCAGTGTTTG3’/CPMMV-R (5'A
CGTGAATTCTTACTTCTTAGCGTG3’) and BGMV_pAClv
1978 (5GCATCTGCAGGC CCACATYGTCTTYCCNGT 3) /
BGMV_ pAVI1c715 (5GATTTCTGCAGTTDATRTTYTCRT
CCATCCA 3).

Effect of the transgenic common bean
line on two whitefly generations

A greenhouse experiment was carried out to simulate the
effect of the transgenic line Bt-22.5 on the whitefly population in
the field, because the field release has yet to be requested to the
Brazilian National Biosafety Technical Commission (CTNBio).
The experiment was carried out in a randomized block design.
Transgenic and non-transgenic seeds, 48 of each, were sown in
large plant pots and randomly distributed in six blocks inside the
greenhouse, to mitigate the potential effect of spots with different
light incidence. Each block was composed by 8 plants of each
treatment (Figure 11). When the plants had the two primary leaves
fully expanded, kale plants hosting fourth instar nymphs of the
whitefly were randomly distributed among the blocks, so that the
emerging adults could freely move to the common bean plants.
The whitefly-source kale plants were kept in the greenhouse for
2days and then they were removed. The number of adult whiteflies
sitting on the plants were sampled in 18 plants/treatment weekly.
From the third week on, leaves from 18 different plants/treatment
were randomly collected every week and analyzed in the lab, using
a stereoscope microscope, to count the number of eggs, nymphs
and empty pupae. Data were collected weekly, until the plants
enter the R8 stage (pod filling), comprising 2.5 whitefly
generations. Pods from three plants/treatment/block were
harvested at the end of the plant cycle to evaluate the number of
pods per plant, seeds per pod and mass of 100 seeds. Seed mass
was corrected at 13% moisture. The mass of 100 seeds was
estimated from the mass of seeds collected from three plants.

Bioassays with non-target organisms

To evaluate the potential effect of the transgenic common
bean line Bt-22.5 on a non-target organism that feeds directly
on bean leaves, with a feeding habit similar to the whitefly,
we evaluated the reproduction of the black aphid A. craccivora.
Five 4th instar nymphs of A. craccivora were carefully
transferred to each primary leaf of transgenic (Bt-22.5) and
non-transgenic (cv. Olathe Pinto) plants (n=4), using a soft wet
paintbrush. Leaves were isolated with individual little bags,
made of voile fabric. Plants were then kept on a growth chamber
at 25°C and 16 h light: 8 h dark photoperiod. 7 days later, the
total number of aphids in each plant was counted using a
stereoscope microscope. In another set of experiments, the
whitefly parasitoid E. formosa was used to evaluate a potential
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indirect effect of the transgenic common bean line to a
beneficial non-target organism. Transgenic and non-transgenic
common bean plants (1 =10, considering each primary leaf as
a replicate), with their primary leaves fully expanded, were
submitted to whitefly oviposition for 2h. After that, the adults
were removed and plants were isolated in cages. The apical
leaves were pruned to avoid excessive plant growth. When the
nymphs reached the 3rd instar, the plants were randomly
distributed in a circle, in the middle of which a kale (Brassica
oleracea) plant containing adults of E. formosa was placed, so
that the parasitoids could move to the common beans to
parasitize the whitefly nymphs. 2 days later, the adult parasitoids
were manually removed from the common bean plants, using
an insect aspirator. After 12days, close to the parasitoid
emergence, common bean leaves were collected to sample the
number of parasitized nymphs and non-parasitized nymphs.
These experiments were repeated twice and data from both
experiments were analyzed together.

Additionally, during the greenhouse experiment to look at the
effect of the transgenic line Bt-22.5 on the whitefly over two
generations, a natural infestation of the leafminer Liriomyza sp.
occurred, severely damaging the plants, because the common
bean cultivar Olathe Pinto is highly susceptible to this insect pest
and it was not possible to use insecticides without affecting the
whitefly population. Then we included an assessment of the
occurrence of the Liriomyza sp. larvae on the transgenic and
non-transgenic plants, as another non-target insect species. The
number of larvae was counted in three leaves per plant, and 3
plants/block (n=18). The level of damage on the leaves was
evaluated in the same leaves (n=18), using a scoring scale from 1
to 4 (1 =no mining; 2=a few mines in less than 20% of the leaflets,
no defoliation; 3 = mines present in up to 50% of the leaflets, some
defoliation leaflets; 4 = many mines in almost all the leaflets (90%)
and defoliation of greater than 31%.), adapted from (Singh and
Weigand, 1994).

Statistical analysis of the bioassays data

The homogeneity of variances was verified by the Levene
test and data normality by the Shapiro-Wilk test. Means of
normally distributed data were compared using the t test
(p<0.05). Non-parametric data was analyzed using the
Wilcoxon test. In the preference assay, the number of eggs and
adults was modeled using the GLM with Binomial Negative
distribution. In the experiment to look at the whitefly
generations on the common bean plants, the total number of
adult insects, eggs, empty pupae and nymphs per treatment
were analyzed using the above mentioned tests, considering
block effects. For the scoring scales, the analysis was performed
considering the frequency of each of the scoring scale per
treatment. These frequencies were compared by the chi-square
value and by a proportion test, where the null hypothesis
indicated that the percentage of plants with a certain score was
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similar in the two treatments. All statistical analysis were
performed using the R software (R CORE TEAM, 2019).

Results

Analysis of common bean transgenic
plants

In 44 transformation attempts, 8,764 explants were
subjected to particle bombardment for genetic transformation.
Of these, only nine T, plants were positive for the presence of
the AvATPase transgene, resulting in a low rate of transformed
plants (0.1%), as expected (Russell et al., 1993; Aragao et al,,
1996). From the nine T, plants, only two transmitted the
transgene to the progeny (T,). These two lines were named 11.5
and Bt-22.5. Among the 9 T, plants of the line 11.5 obtained, 7
plants were positive for the transgene, while for the line Bt-22.5,
3 of the 7 plants were positive. Seeds collected from individual
self-pollinated T, plants were sowed for the progeny analysis of
the T, (line Bt-22.5) and T; (line 11.5) generations (n=20).
Most of these lines did not segregate as expected (Table 1).
However, all 20 plants from the progeny of the line Bt-22.5 were
positive for the selection gene Atahas, indicating that this line
was homozygous for the transgene AATPase (Table I;
Figure 2A). A similar pattern was observed for line Bt-22.5.6, in
which, 19 of the 20 plants were positive for the transgene
(Table 1).

Northern blot analysis revealed that plants from lines 11.5 and
Bt-22.5 produced siRNA bands corresponding to the expected size
range (Figure 2B). However, the siRNA band from line 11.5 was
weaker than that of line Bt-22.5. No signal was observed for the
non-transgenic control plants.

For the transgenic line Bt-22.5, no phenotypical difference was
observed, compared to the non-transgenic plants. Additionally,

TABLE 1 Progeny analysis of T, and T; generations of transgenic
common bean cv. Olathe Pinto lines (n=20).

Common Generation Positive® Negative* PP
bean line

115.1.3 T3 12 8 17 0.200
11524 T3 8 12 113 0.001
1153.5 T3 10 10 54 0.020
11.5.4.19 T3 9 11 8.1  0.005
11.5.5.12 T3 15 5 0.0  1.000
11.5.6.21 T3 10 10 54 0.020
11.5.7.23 T3 7 13 150  0.0001
Bt-22.5.6 T2 19 1 33 007
Bt-22.5.5 T2 20 0 54 0.020
Bt-22.5.2 T2 10 10 54 0.020

“Data are based on PCR analysis for detection of the AATPase transgene.
"Probability of the observed segregation fits the expected 3:1 Mendelian ratio at 95%
confidence interval.
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the number of pods per plant, seeds per pod and the mass of 100
seeds did not present significant difference between treatments
(Supplementary Table S1).

Effect of the transgenic plants on the
whitefly

Mortality of adult whiteflies was significantly higher in the
transgenic common bean line Bt-22.5 both for the detached leaf
and for the whole plant experiments (Figure 3), compared to the
controls. The experiment with detached leaves resulted in a higher
mortality (97%) than the experiments with the whole plant assays
(59%; Figure 3). In contrast, when insects fed on detached leaves
of the line 11.5, mortality was not different from that observed in
the control plants (data not shown).

Expression of the vATPase gene in insects was significantly
reduced when they fed on the transgenic common bean line
Bt-22.5, less than half of the expression observed in insects that
fed on the control plants (Figure 4). In the preference assay, a
reduced proportion of adult whiteflies (27.6%) and eggs
(25.9%) was observed, on average, on the transgenic plants
compared to the number of insects sampled on the control
plants (data not shown). In the experiment to look at the
whitefly generations during the cycle of the common bean
plants, 2.5 whitefly generations were evaluated. The total
number of eggs, empty pupae and nymphs did not differ
between transgenic and non-transgenic plants (Figure 5A).
However, the total number of adult insects was significantly
lower on the transgenic plants (Figure 5A). Accordingly, the
average number of adults per treatment was significantly higher
on the control plants in four of the eight sampling dates
(Figure 5B). Remarkably, when the second-generation adults
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began to emerge (May 3rd and May 9th), the population
increased significantly faster in the non-transgenic controls,
until the number of adults almost coincided in the last
sampling date.

Effect of the transgenic common bean
line Bt-22.5 on virus transmission by the
whitefly

Visual symptoms of virus disease were observed in 61.2% of
the non-transgenic plants, while in the transgenic plants only
45.5% of the plants virus symptoms (non-significant; Table 2). For
the plants that presented virus symptoms, the proportion of plants
in each virus disease severity score was not different between
treatments (Figure 6). Although many plants were asymptomatic,
PCR analysis showed that the proportion of plants infected with
CPMMV and BGMV did not differ between treatments
(transgenic vs. non-transgenic; Table 2).

Non-target organisms

The reproduction of the black aphid A. craccivora, a non-target
insect pest, was unaffected after feeding on the common bean
transgenic line Bt-22.5 for 7days (p<0.05; Figure 7A). In the
bioassays with the whitefly nymph parasitoid E. formosa, the
number of parasitized whitefly nymphs in the transgenic plants
was not significantly different from that of the non-transgenic
plants (Figure 7B). Additionally, the average number of Liriomyza
sp. larvae on the transgenic and non-transgenic plants was not
significantly different (Figure 7C). Also, both transgenic and
non-transgenic plants were similarly damaged by the leafminer
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Mortality of adult whiteflies Bemisia tabaci after silencing their vATPase gene on the transgenic common bean line Bt-22.5. (A) Detached leaves
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Relative expression of the transcripts of the vATPase gene in
Bemisia tabaci adults after 48h of feeding on the transgenic
common bean plants, determined by qRT-PCR (*p<0.05, n=3).

larvae, with no difference on the level of damage they caused on
the plants (Figure 7D).

Discussion

Common bean is a staple food in Brazil, with social and
economic importance. The crop is produced all over the country,
in three growing seasons per year, which means that insect pests
have a favorable environment to reproduce and keep high
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populations throughout the year. Whitefly management in the
common bean crop is particularly relevant, because this insect is
a vector of viruses that can severely impair crop yield and grain
quality (Souza et al, 2016). Chemical control of the insect
population has been the most used control method, although
alternatives have been developed, such as biological control and
virus resistant common bean cultivars (Faria et al., 2016; Souza
et al., 2018; Sani et al., 2020; Silva et al., 2022). Common bean
cultivars with tolerance to the whitefly through antixenosis have
been reported, resulting in reduced number of eggs, nymphs and
adults sitting on the plants, in field assays (Silva et al., 2014, 2019;
Hoshino etal., 2017; Jesus et al., 2021). In spite of the identification
of these sources of tolerance in the common bean germplasm, no
common bean cultivar has been developed or registered for
resistance to the whitefly, to date. Using RNAi to silencing genes
in the insect might be a more specific and durable strategy, with
potential to cause high insect mortality. The whitefly B. tabaci is a
highly efficient vector of plant viruses, able to transmit numerous
viruses from mixed-infected plants with different levels of
efficiency. Some of these viruses are transmitted by the whitefly in
a non-persistently manner, which means that the virus acquisition
period is very short (1 to 3min). Insect probing behavior plays a
major part in this mode of transmission, meaning that even brief
probes can be sufficient for a quick plant-to-plant spread of these
viruses. Considering this insect-virus mode of interaction, a
strategy aiming to cause insect mortality is more promising for
virus disease management. Plant genetic transformation for gene
silencing via RNAi is a viable option to achieve significant insect
mortality rates and it has been successfully used to obtain stable
transgenic whitefly-resistant plants, such as tomato and lettuce
(Ibrahim et al., 2017; Pizetta et al., 2021; Xia et al., 2021), but not
common beans, so far.
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TABLE 2 Proportion of common bean cv. Olathe Pinto plants (non-
transgenic) with virus symptoms, positive for BGMV and CPMMV by
PCR, after inoculation by viruliferous whiteflies previously fed on the
transgenic common bean line Bt-22.5 or on the non-transgenic plants
for 48h.

Virus detection  Transgenic Non- Value of p
line Bt-22.5 transgenic line

Plants with virus 10/22 (45.5%) 21/34 (61.2%) 0.355544

symptoms

BGMV" plants 2/12 (16.7%) 3/12 (25%) 0.932414

CPMMV" plants 12/12 (100%) 12/12 (100%) NA

Our results show the development of the first common bean
transgenic line with tolerance to the whitefly B. tabaci. Stable
transformation of grain legumes has been considered a challenge
(De Clercq et al,, 2002). Because the common bean P, vulgaris is
recalcitrant to in vitro de novo regeneration from callus,
Agrobacterium tumefaciens-mediated genetic transformation of
common beans is still difficult to achieve and therefore, the most
reliable technique that made it possible obtaining a commercial
cultivar of transgenic common bean, to date, was particle
bombardment (Aragio et al., 1996; Faria et al,, 2016). This
technique presents a lower transformation rate, compared to
A. tumefaciens-mediated genetic transformation of other plant
species (De Clercq et al.,, 2002). Accordingly, in our experiments,
only two stable transgenic common bean lines were obtained, that
is, which passed the transgene to their progeny, representing an
efficiency rate of 0.02%. From those, only one of them presented
a significant amount of targeting siRNA, associated with a
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significant insect mortality and silencing of the target gene in the
insects. These results are in agreement with the gene silencing
ability of the other transgenic plant species, lettuce and tomato,
that our team previously engineered using the same genetic
construction (Ibrahim et al., 2017; Pizetta et al., 2021). In lettuce,
silencing of the whitefly vATPase gene was associated with higher
mortality, from 83.8-98.1% (Ibrahim et al., 2017), while in tomato,
insect mortality was similar to our current results with the
common bean line Bt-22.5, about 60% (Pizetta et al., 2021).
Silencing of the vATPase gene has been reported as an efficient
method to interfere with survival and development of the whitefly
B. tabaci (Upadhyay et al., 2011; Thakur et al., 2014), although it
seems to be more effective on adult insects. Significant mortality
of 2nd instar nymphs was reported for the transgenic tomato,
while the transgenic lettuce also delayed the whitefly development
from nymphs to pupae (Ibrahim et al., 2017; Pizetta et al., 2021).
In the current work, no significant difference in the survival or
development of the whitefly young stages was observed on the
transgenic common bean lines (data not shown). The other
common bean line obtained in the current work, named 11.5,
although positive for the transgene, produced a smaller amount of
siRNA and did not cause significant insect mortality. This might
be related to the DNA integration site, number of transgene copies
and other inherent obstacles of plant genetic transformation. The
transgenic plants did not present any other phenotypical difference
from the non-transgenic plants.

Conducting mortality experiments with adult whiteflies is
challenging because B. tabaci is a small, fragile and highly
mobile insect, which makes it difficult to handle the insects
without damaging their stylets, for example, when using an
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(Arias et al,, 2015).

insect aspirator. Also, it is difficult to visualize dead insects on
the plant or in the soil because the tiny whiteflies disintegrate
very quickly. Therefore, we tested different methods for the
mortality experiments, such as using detached leaves, to reduce
the space in which the dead insects would be located. However,
the detached leaf experiments resulted in high mortality rates,
which could be artificial. To check that, we developed another
methodology to conduct the experiments using whole plants
and minimal insect handling. For that, we exposed the plants to
adult whiteflies for oviposition and then, we removed the adults
and waited until the nymphs developed into a new generation
of adults on the plants. This methodology has the advantage of
minimally disturbing the insects while they develop from egg
to adult on the transgenic plant, thus increasing the exposition
time of insects to the transgene and also reducing the mortality
due to random effects in the controls. Our results show insect
mortality on the common bean line Bt-22.5 was higher on the
experiment with detached leaves, in comparison with the
experiment with whole plants. Even so, the mortality in the
whole plant indicates a good level of tolerance to the insect,
which can contribute to pest management, along with other
management tools already available. Accordingly, in other
studies the two methods of bioassays generally show a positive
data correlation, although in some cases the responses point to
more or less pronounced effects, depending on the target
organism (Sharma et al., 2005; Michel et al., 2010; Miller-Butler
etal,, 2018). Also, for distinguishing resistant from susceptible
genotypes, the two methodologies generally correlate well. This
is in agreement with our observations, which show that the
experiments with detached leaves were useful to select the most
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promising resistant lines for further confirmation with the
whole plant methodology. Some variation can still be found in
future experiments, depending on uncontrolled field and
climate conditions.

In the preference assay, the number of adult insects and the
number of eggs were reduced on the transgenic common bean line
Bt-22.5, which is in agreement to the lower oviposition reported
for the transgenic lettuce and tomato, genetically engineered with
the same RNAi construct (Ibrahim et al., 2017; Pizetta et al., 2021).
Corroborating this result, in the experiment to look at the whitefly
generations during the cycle of the common bean plants, the total
number of adults and the number of adults per sampling date were
lower on the transgenic plants, suggesting that these plants
contributed to reduce the whitefly population and the start of the
second generation. A similar pattern was observed in the study
with the transgenic lettuce resistant to the whitefly, although in
that study, the number of insects from all stages were lower on the
transgenic plants (Ibrahim et al., 2017). However, most studies on
the development of transgenic plants in the literature do not
report the effect of gene silencing over insect generations, or
during the plant life cycle.

Regarding virus transmission, our results show that feeding on
the transgenic plant did not affect the whitefly ability to transmit
two viruses, in different modes (circulative and non-circulative).
In fact, silencing the vATPase gene in the insect was not expected
to affect virus transmission, because this gene has not been
reported to be as relevant for the vectoring ability of Hemipterans
as other genes, such as HSP70, cathepsin B, cyclophilin B and
a-glucosidase (Gotz et al., 2012; Chen et al., 2016; Pinheiro et al.,
2017; Hasegawa et al., 2018; Kanakala et al., 2019; Lu et al., 2021).
A transcriptomic study showed that the vATPase gene was not
differentially expressed in whiteflies that acquired the tomato
chlorosis virus (ToCV), compared with insects that fed on
non-infected plants (Kaur et al., 2017). The variation in the level of
virus symptoms in the plants that we observed in the present study
are similar to natural infections in the field and may be explained
by other factors, for example, environmental effects, number of
insects feeding on each plant and viral load variation among insects.

Furthermore, the transgenic common bean line Bt-22.5 did not
cause unexpected effects on the reproduction and development of
three non-target organisms. Two of these insect species are also
considered as insect pests: the black aphid A. craccivora, which has a
feeding habit similar to the whitefly, and the leafminer Liriomyza sp.
Our results are in agreement with the non-target assays conducted
for the whitefly-resistant transgenic tomato lines with different
non-target organisms, also insect pests, such as the green peach
aphid Myzus persicae, the spider mite Tetranychus urticae and the
tomato leafminer Tuta absoluta (Pizetta et al., 2021; Xia et al., 2021).
This suggests that even for the organisms with similar vATPase gene
sequences, silencing of the B. tabaci vATPase was specific to the
target species. The other non-target organism evaluated is a
beneficial insect, the parasitoid of whitefly nymphs E. formosa. Our
results show that silencing the whitefly vATPase did not affect the
ability of the parasitoid to reproduce in the whitefly nymphs.
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Development of non-target insects on plants of the transgenic common bean line Bt-22.5 expressing an RNAi construct for the silencing of the
whitefly Bemisia tabaci vATPase gene, compared to the non-transgenic control: (A) Average progeny of the black aphid Aphis craccivora (n=3);
(B) Average percent of whitefly nymphs parasitized by Encarsia formosa (n=3). (C) Average number of larvae of the leafminer Liriomyza sp. (n=18);
(D) Percent of plants with different levels of leaf damage from Liriomyza sp.

In summary; our results show that the transgenic common bean
line Bt-22.5 can contribute with the management of the whitefly, along
with other management tools, with potential to reduce the need of
numerous insecticide sprays. The next step will be crossing the line
Bt-22.5 with elite genotypes from the Embrapa common bean
breeding program, to introduce the whitefly tolerance into common
bean genotypes along with other desirable agronomic traits, such as
high yield, grain quality and multiple virus resistance (BGMV, BCMV
and CPMMYV), as it was recently reported (Silva et al., 2022).

Conclusion

Our results show the development of a stable transgenic
common bean plant tolerant to the whitefly B. tabaci that can
eventually be used as an additional management tool in Integrated
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Pest Management (IPM). Plant-mediated silencing of the B. tabaci
vATPase gene conferred a reasonable level of whitefly-tolerance to
the transgenic common bean line. The transgenic plants did not
show any other phenotypical difference, nor negative effects on the
evaluated non-target insect species. This transgenic common bean
event represents a sustainable pest management strategy that
might contribute to avoid the intensive use of insecticides and to
reduce environmental and financial costs.
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